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Introduction

1. INTRODUCTION

Les protéines membranaires jouent un role central dans la machinerie cellulaire
(récepteurs, canaux a ions) et de ce fait constituent des cibles thérapeutiques
idéales. Connaitre la structure tridimensionnelle des protéines est donc un
prérequis au développement de ligands efficaces et spécifiques. Les hélices o
sont les principales structures secondaires des protéines membranaires, qui leur
assurent une topologie particuliere. Elles sont donc directement impliquées dans
la structure finale de la protéine. Les progres effectués dans la résolution des
structures tridimensionnelles des protéines a permis de rendre un grand nombre
de structures proteiques disponibles. Cependant, le nombre de structures de
protéines membranaires reste faible du fait de leur complexité structurale. La
modélisation in silico, compléete actuellement les méthodes biophysiques

classiques, elle permet d’améliorer le processus de la résolution des structures.

L’analyse statistique des caracteristiques structurales de protéines membranaires
permettra dans le présent travail de dégager les principales relations entre les
hélices, principales structures secondaires des protéines membranaires, et
I’environnement lipidique de la membrane. Cette analyse s’étend pour étudier la
composition des hélices en contact avec le milieu hydrophile, ainsi que les
caractéristiques des hélices telle que la topologie de I’hélice en termes de
cassures et de longueur. Les correlations statistiques ainsi révélées permettront
de réduire 1’espace de recherche possible des paramétres lors de 1’inférence de la
structure a partir de la séquence d’acides aminés de la protéine, un défi qui reste

au premier plan pour la communauté scientifique.

Pour ce travail, un outil de calcul des angles entre hélices, entre I’hélice et la
membrane protéique ainsi qu’une vingtaine de parametres a été développeé. Le
méme outil pourra étre utilisé pour 1’amélioration de la résolution de nouvelles

structures protéiques membranaires dans le futur.
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2. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les récepteurs membranaires ont des structures et des fonctions diverses. La
membrane biologique est formée d’une bicouche lipidique, dans laquelle sont
insérées des protéines réceptrices. Selon le type de la cellule et la localisation
dans la cellule, différentes protéines conferent a la membrane ses fonctions

spécifiques.

Un nombre relativement limité de structures et de conformations, se traduisant
par ’arrangement spatial des atomes des acides aminés qui composent les

protéines, assure une grande diversité des roles.
2.1. Relation structure spatiale - activité

A D’échelle atomique, la fonction se traduit par I’interaction entre les atomes des
protéines et ceux de I’effecteur, le ligand en 1’occurrence. Des structures ou des

séquences apparentées (Figure 1) peuvent renseigner sur des fonctions similaires

).

Figure 1 — Relation structure-activité-fonction des protéines. (Source :

http://persweb.wabash.edu).


http://persweb.wabash.edu/
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2.1.1. Méthodes de prédiction de I’activité : Quantitative Structure-
Activity Relationship (QSAR)

Classiquement, la méthode QSAR s’intéresse a 1’évaluation du potentiel d’une
molécule candidate pour les essais cliniques, via I’é¢tude de nombreux
descripteurs de différentes natures. L’avénement des structures protéiques a
haute résolution a permis 1’utilisation de nouveaux descripteurs, qui prennent en
compte la structure tridimensionnelle de la protéine cible, ce qui a permis

d’affiner les modeles prédictifs.

Les modéles QSAR (2) sont des modeles de régression qui corrélent une
variable de prédiction (structure chimique, propriétés physico-chimiques) a une
variable de réponse (la fonction biologique). Un jeu de données permet d’abord
établir une corrélation et de construire un modele, qui permettra ensuite de
prédire la fonction d’une nouvelle protéine dont la structure est recemment

élucidée.

Les études de la dynamique moléculaire, science qui s’intéresse au
comportement de la protéine cible au cours du temps, ont été également
intégrées dans la méthode QSAR, pour former la QSAR 3D (1). Des
descripteurs tels que le champ de force auquel est soumise la protéine, le champ
électrostatique, les régions hydrophobes ainsi que les champs stériques ont
permis d’avoir une approche qui englobe toute la protéine, plutét que la

recherche d’un fragment support de 1’activité, dit pharmacophore.

2.1.2. Exemples de relations démontrées entre la structure et la fonction

d’une protéine

Cette section s’intéressera a trois exemples parmi les grandes classes

fonctionnelles protéiques (transporteurs, canaux, protéines d’adhésion).
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2.1.2.1 L’activation des intégrines

Les intégrines sont des protéines membranaires intégrales, polytopiques et
héterodimériques (Figure 2). Elles sont formées de deux sous unités : a et B. La
fixation d’un ligand, principalement de la famille des laminines, déclenche une
cascade de signalisation intracellulaire, impliquée dans le mouvement et
I’adhésion de la cellule. Seules les intégrines activées peuvent fixer le ligand. A
ce jour, deux modeles d’activation des intégrines ont été décrits : un modéle
deadbolt et un modéle switchblade, le plus communément accepté (3). Dans ce
dernier modele (4), I’intégrine passe d’une conformation repliée, inactive, a une

conformation étendue, active, qui permet de fixer différents ligands.

Figure 2 — Figure schématique de 1’exodomaine de I’hétérodimérede 1’intégrine
désactivee. Sous unité o : vert, sous unité B: bleu. (Source : Protein Data Bank,
code d’accés : 1JV2).

Celle-ci sont soit initiées par un facteur extrinseque (4) et facteur intrinseque

dans deux sous types de la famille des intégrines.

Les hélices transmembranaires des sous unités o et B jouent un rbéle important

dans I’activation de la protéine, donc dans son activité biologique. En effet, il a

4
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ét¢ démontrée qu’a 1’état inactif, les deux hélices transmembranaires de
I’intégrine allbBIII sont associées et en contact. L hélice de la sous unité allb est
perpendiculaire par rapport au plan de la membrane, et celle de la sous unité Bll1
est legérement inclinée. La présence de glycines dans 1’interface entre les deux
hélices, ainsi que le rapprochement de deux pairs consécutives de résidus
phénylalanine de allb vers BIII, favorisent les interactions €lectrostatiques entre
allb(D723) and PBIII(R995). La disposition des hélices transmembranaires,
reflete celles des segments extracellulaires ou éctodomaines, grace a deux
segments de liaison. En effet, le domaine extracellulaire (Figure 3) est composé
de deux chaines allb et BIII qui sont stabilisées a 1’¢tat inactif par plusieurs
points de contacts. Egalement, I’hélice a7 de la sous-unité  masque au départ

le site de liaison du ligand (5).

b <« Extrinsic

Extrinsic
ligand

sous-unité O.

sous-unité {3

Figure 3 — Différentes étapes de I’activation des intégrines (5).
Le mouvement de I’hélice transmembranaire de BIII sous ’influence d’un ligand
extrinseque (Figure 3a-b) ou intrinseque (Figure 3c-d), d’un angle incliné par

rapport a la membrane, a un angle qui lui y est perpendiculaire, se traduit dans
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1I’éctodomaine par un éloignement de 11 et Ilb, pour abolir tous les contacts et
permettre I’extension de la protéine, et son activation. Durant ce processus, ces
changements impliquent également le mouvement de 1’hélice a7, pour libérer le

site actif et permettre la liaison du ligand.

La structure des hélices transmembranaires des intégrines, a permis donc de

renseigner sur le mécanisme d’action et I’activation de ces protéines.
2.1.2.2. Les canaux a potassium

Les canaux a potassium sont les protéines membranaires intégrales polytopiques
les plus étudiées. Ils permettent un passage passif des ions potassium et leur

structure particuliere explique leur fonction biologique (Figure 4 A-B).

| Y LS
OOOOOOO0.0?OO&?”,

L7 )4

A . B

Figure 4 — A — Figure schématique d’un canal a potassium. B — et sa
composition en hélices transmembranaires par chaine. (Source : Protein Data
Bank, code d’acces : 1BLS8).

En effet, la majorité des protons des amides de cette protéine sont non
échangeables avec le solvant. Ceci refléte une structure rigide, neutre et passive
vis-a-vis de son milieu. Cette protéine reste toujours active et sous la méme
conformation (6), méme si elle est insérée dans une membrane a fort taux de
lipides, qui exerceraient une grande pression sur sa structure interne. De plus, la
structure méme de la protéine montre huit hélices, symeétriques deux a deux

(chaines C, D, J et H), présentant plusieurs contacts entre elles (Figure 4 B).
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2.1.2.3. Les transporteurs membranaires

Les transporteurs membranaires, quant a eux, assurent un transport actif, qui
demande de 1’énergie pour faire basculer la protéine d’une conformation a une
autre (Figure 5). Malgré le caractére hydrophobe des transporteurs, 90% des
protons des amides sont échangeables avec le solvant, ce qui permet une grande

flexibilite, inhérente a la fonction de la protéine (7).
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Figure 5 — A — Figure schématique d’une protéine de transport membranaire et

B — sa représentation en structures secondaires hélicoidales par chaine. (Source :
Protein Data Bank, code d’accés : 20NJ).

Des etudes sur la Lactose Perméase (Figure 6) (8), ont permis de conclure que la
composition en lipides de la membrane, influence I’activité. En effet, une
membrane reconstituée d’un fort taux de lipides (800 lipides pour une molécule
de perméase) diminue ’activité, exprimée en nombre de molécules de lactose
transportées. Ceci serait d0 a I’effet compressif qu’exerceraient les lipides sur
les hélices a du domaine transmembranaire. L’angle que forment ces hélices
avec la membrane est augmenté, impliquant 1’inactivation de la perméase. La
disposition des hélices n’est pas symétrique, avec peu de points de contacts entre

elles, ce qui permet une meilleure flexibilité de la protéine.
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vill{

Figure 6 — Mécanisme d’action de la Lactose Perméase. IV-X désigne ’hélice
impliquée. R, E, C, D, H, K désigne respectivement arginine, glutamate,
cystéine, aspartate, histidine et lysine (10).

Le mécanisme d’action des transporteurs est aussi directement li¢ a la structure.
En effet, la Lactose Perméase, a 1’¢état inactif, fixe un proton entre I’histidine 322
et le glutamate 269. L activation, faisant suite a la fixation du lactose sur le site
actif, implique un changement de conformation et une fixation du proton sur le
glutamate 325. Le site actif est internalisé, impliquant une diminution de
I’affinité de la protéine pour son substrat, suivi d’une déprotonation du
glutamate 325. Le lactose est ainsi fixé a ’extérieur de la cellule et relache a
I’intérieur. L’histidine 322 et le glutamate 269 fixent alors un nouveau proton et

le cycle recommence (Figure 6).

La différence de structures explique la différence de fonctions (9). Les
transporteurs échangent des molécules a poids moléculaires élevés contre un
proton. Cette opération est a caractére actif, c’est-a-dire qu’elle se fait contre le
gradient de concentration cytoplasme-milieu extracellulaire. La flexibilité de la
protéine est nécessaire pour le transport de différents substrats. Les canaux a
potassium, quant a eux, assurent le transport sélectif des ions potassium, suivant

le gradient de concentration, ce qui explique la rigidité de la protéine.
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Ces exemples illustrent D’étroite relation entre la structure de la protéine

membranaire et son activité biologique voire son potentiel thérapeutique.

2.2. Résolution de la structure

De maniere genérale, les protéines membranaires intégrales sont constituées
d’un domaine extracellulaire, d’un ou plusieurs domaines transmembranaires et

d’un domaine cytoplasmique.

La premiére structure protéique a haute résolution est celle de la myoglobine
(11), déterminée en 1958, suivie peu aprés par celle de I’hémoglobine. Le travail
qui a commenceé en 1937, a valu a ses auteurs Kendrew et Perutz de partager le

prix Nobel de chimie en 1962.

Ce n’est qu’en 1985, soit plus de 20 ans aprés, que la premiére protéine
membranaire intégrale est résolue. Il s’agit du centre réactionnel
photosynthétigue de Rhodopseudomonasviridis (Source : Protein Data Bank,
code d’accés: 1DXR) (Figure 7). Les auteurs Johann Deisenhofer, Robert

Huber, and Hartmut Michel (12) ont recgu le prix Nobel de chimie en 1962.

Figure 7— La structure tridimensionnelle de la premiére protéine membranaire

avec la représentation des hélices transmembranaires par chaine (11).
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Ces distinctions démontrent la difficulté de la tache a laquelle sont confrontées

les scientifiques, en particulier, quand il s’agit des protéines membranaires.

Depuis, plusieurs techniques ont émergé, ce qui a permis la résolution d’un
nombre relativement important de structures protéiques. La Protein Data Bank
(PDB) regroupe toutes ces structures sous forme de fichiers contenant les
coordonnées atomiques constituant les acides aminés (13). A cette date plus de

50,000 structures protéigues ont été répertoriées.
2.2.1. Les techniques de résolution de la structure

Les techniques les plus utilisées pour déterminer la structure protéique a une
échelle atomique sont la cristallographie, la Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN) et la microscopie électronique. La digestion protéique ainsi que le
dichroisme circulaire permettent également d’affiner les structures obtenues

et/ou d’en vérifier la validité.
2.2.1.1. Cristallographie a diffraction des rayons X

La cristallographie a rayons X est un processus qui permet de déterminer la
structure d’une protéine sous une forme cristalline (14). Il donc nécessaire au
préalable d’exprimer la protéine sous une forme cristalline pure, sous certaines
conditions. Il s’agit donc d’une €tape vitesse limitante surtout pour les protéines
membranaires. Il faut ensuite éclairer ce cristal par un faisceau de rayons X. Les
photons incidents n’ayant pas atteint 1’énergie d’excitation, seront diffractés par
les électrons des atomes de la protéine formant des taches sur une plague
photographique derriere le cristal, qui seront uniques a chaque cristal (Figure 8).
L’analyse de I’intensité ces tdches (ou profil de diffraction du rayon X par le

cristal), permet dans un second temps de déterminer la structure de la protéine.

Lorsque les molécules du cristal diffractent les rayons X, un profil complexe est
obtenu avec des ondes de différentes amplitudes. On obtient une premiere

structure par addition des ondes. Puis, aprés un cycle itératif d’affinement ou la

10
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position des atomes dans la structure prédite est ajustée, on obtient un modele de

structure le plus concordant possible avec le profil de diffraction (Figure 9).

Cette technique classique reste aujourd’hui la plus répandue pour la résolution

des structures protéiques.

diffraction dans
certaine directions
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Figure 8 — Principe de la diffraction des rayons X par les cristaux. Lorsqu’il est
irradié par un faisceau de rayon X, chaque atome du cristal diffuse une onde qui

est projetée sur une plagque photographique. (Source : biochimej.angers.fr)

refinement

phases

crystals (enlarged view) diffraction patterns electron density maps atomic models

Figure 9 — Schéma des différentes étapes de la détermination de la structure par

cristallographie a rayons X. (Source : Protein structure and function, p 169)
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2.2.1.2. Spectroscopie par Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN)

Le principe de la RMN consiste a mesurer les spins des noyaux atomiques
composant la protéine, plongée en solution dans un champ magnétique intense
(15). Les spins des noyaux s’orientent le long de 1’axe principal du champ
magnétique (Figure 10), ce qui rend possible la perturbation de 1’état d’équilibre
de ces spins grace a une série d’impulsions €électromagnétiques. Le courant
induit lors du retour a I’équilibre est mesuré dans une bobine de réception située
a proximité de I’¢échantillon. La combinaison de ’ensemble des contributions
des différents atomes en solution est contenue dans le signal enregistré. Sa
transformee de Fourier fournit les différentes fréquences de résonance des spins
observes, ce qui permet la déduction de la structure atomique de la proteine.

Cette technique est facilitée par le fait qu’une grande partie des atomes
composant les protéines, sont le carbone, oxygene, hydrogéne et azote, atomes

ayant un spin atomique non nul et donc aisement détectés par RMN.

4 Excitation

4 +uB

D

W}

Spin population

Figure 10 — Figure schématique du principe de la résonance magnétique

nucleaire. (Source : neel.cnrs.fr)

12
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La RMN présente plusieurs avantages par rapport a la cristallographie car les
mesures ne detruisent pas les échantillons et elle permet de mesurer également
les fluctuations conformationelles des protéines ce qui permet de renseigner sur
la dynamique moléculaire de la protéine. La RMN peut étre également associée

a d’autres techniques pour affiner la structure finale (Figure 11).

Figure 11- Résolution de la structure protéigue par RMN associée a la
modélisation in silico. Cette technique permet de poser des contraintes a la
structure protéique (a) ce qui permet de deduire ensuite un ensemble de
structures compatibles avec I’expérience (b) trés proches les unes des autres.

(Source : La RMN pour comprendre les protéines, CEA).

2.2.2. Les limites de ces techniques

Les protéines membranaires intégrales constituent 25% du protéome. Seulement
379 structures (moins de 1% des structures totales) ont été résolues jusqu’a ce
jour (Figure 12) et sont repertoriées dans la Membrane proteins of known 3D
structure (16). En ne tenant compte que des structures uniques, non redondantes,
elles ne sont en réalité que 148 (Figure 13) structures a étre disponibles
aujourd’hui, dont 39 proviennent d’organismes eucaryotes (17). Ceci est d0 a la
complexit¢ de I’extraction de la protéine de la membrane qui nécessite
I’utilisation de détergents, a D’instabilit¢ de ces protéines et également a

I’hydrophobicité de leur surface.

13
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Figure 12 — Comparaison entre 1’évolution des structures des protéines

solubles et les protéines membranaires depuis 1985 (16).
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Figure 13 — L’évolution du nombre de structures uniques de protéines

membranaires depuis 1985. (Source : http://bianco.biomol.uci.edu/mpstruc)

2.2.2.1. Expression et purification

Les protéines membranaires intégrales sont purifiées (18) et exprimées dans des
bactéries, levures, cellules d’insectes ou dans des cellules de mammiféres. De
nombreux paramétres peuvent donc influencer cette etape. En effet, Escherichia

coli, qui est le systtme d’expression le plus utilisé (19), ne peut exprimer

14
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efficacement les protéines eucaryotes, d’ou I’utilisation de systémes eucaryotes

plus complexes.

Dans un premier temps, la protéine doit s’insérer dans la membrane de 1’hote
pour reconstituer sa conformation native. Ensuite, la composition en lipides de
la membrane, qui varie d’un systéme a un autre, influence la stabilité de la
protéeine. Il faut également tenir compte des modifications post-traductionnelles,
qui ne peuvent pas €tre assurées par 1’hote. Il est donc clair que le choix de

I’hote a un effet sur la structure finale retrouvée.

Les détergents utilisés pour solubiliser la protéine, sont eux aussi des facteurs
déterminants dans la résolution de la structure. En effet, le choix du détergent est
souvent basé sur le rendement en termes de protéines extraites, mais ceci ne

garantit pas la stabilité de la protéine dans les micelles de détergents.
2.2.2.2. Cristallisation

Afin d’obtenir des cristaux de protéines qui permettent d’avoir des structures a
haute résolution, plusieurs parametres sont variés (20), tels que le PH, I’ajout de
sels, de polymeres, de détergents, a différentes concentrations. Une fois les
conditions de cristallisation fixées, un processus d’optimisation visant a
ameéliorer la qualité des cristaux est mis en place. Pour les protéines solubles,
des systemes entierement automatisés, opérant a la précision du nanolitre
permettent cette optimisation. Méme si ces systemes testent un nombre
important de conditions initiales (21), les plupart des protéines membranaires ne
parviennent pas a se cristalliser (22), d’ou la nécessit¢é de 1’utilisation
d’approches non conventionnelles, au cas par cas, souvent gourmandes en temps

et en ressources.
2.2.2.3. Résolution de la structure

Aprés la diffraction des rayons X par les cristaux, les données générées sont

traitées de maniere automatique, pour les protéines solubles, ce qui n’est pas le

15
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cas des protéines membranaires. La présence d’un grand nombre de micelles de
détergent au contact des parties hydrophobes de la protéine, rend les cristaux
fragiles a I’irradiation lors de la diffraction par la rayons X, difficiles a
manipuler, et génerent des structures a basse résolution (23). Egalement,
I’anisophormisme des cristaux de la méme protéine est plus fréguent avec les

protéines membranaires.
2.3. Intérét de la bioinformatique structurale

Des améliorations notables des techniques de résolution des structures des
protéines membranaires ont eu lieu. Cependant, comme le souligne le point
2.2.2, la nature complexe de ces protéines, est un facteur qui limite la résolution
de ces structures. Ceci est illustré par le faible nombre de structures uniques
résolues jusqu’a aujourd’hui. La structure étant directement reliée aux fonctions
biologiques et au potentiel thérapeutique, de nouvelles approches
bioinformatiques, dites in silico (24), ont permis de surmonter plusieurs

difficultés et de remettre ce sujet de recherche a 1’ordre du jour (25).

2.3.1. Prédiction de la structure a partir de la sequence

protéique

Les deux dernieres décennies ont, sans doute, été marquées par I’avancée des
techniques de séquencage du génome. Le seéquencage du premier génome
humain a éeté achevé en avril 2003. Depuis les premieres initiatives dans les
annees 1990, le projet Human Genome Project (26) a nécessité 20 ans de travail
et une collaboration de six pays, une dizaine de laboratoires et une centaine de
chercheurs. Le codt a été estimé a 1 million de dollars. En 2014, le séquencage
du génome, est une opération quasi-routiniere. En effet, les technologies de
3éme génération (Figure 14), permettent de réaliser un séquencgage en un jour,
avec un codt de milles dollars par génome (27).
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Figure 14 — Image d’un séquenceur de troisieme geénération. (Source :

www.pacificbiosiences.com)

Cette avanceée a profité a la détermination des structures protéiques. En effet, la

séquence protéique de la plupart des protéines membranaires intégrales,

eucaryotes, sont disponibles dans différents bases de données. Il est néanmoins

difficile de déduire la structure d’une protéine a partir de

sa séquence (Figure

15) (28), encore moins sa fonction. Les structures proteiques étant plus

conservees que leurs sequences, donc des séquences différentes peuvent donner

des structures similaires.
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Figure 15— Evolution du nombre de séquences de protéines par rapport aux

nombre de structures résolues (28).
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Néanmoins, la bioinformatique, en essayant de prédire la structure et donc la
fonction de la protéine, a apporté plusieurs solutions et outils qui s’attaquent a
cette problématique d’un angle différent. En effet, les méthodes basées sur
I’apprentissage (machine learning), et le développement des algorithmes de
prédiction, ont permis le développement d’outils fiables d’assignation des
structures secondaires, des structures tridimensionnelles, de 1’accessibilité au

solvant entre autres propriétés des protéines.

2.3.1.1. Différentes méthodes bioinformatiques de
prédiction de la structure

2.3.1.1.1. Modélisation comparative

Lorsque la structure d’une protéine n’a pas été déterminée, il existe des
méthodes bioinformatiques qui peuvent nous aider a déterminer la conformation
3D de la prote¢ine d’intérét en se basant sur la conformation tridimensionnelle

d’une protéine similaire.

Quand la structure d’une protéine similaire a celle qu’on cherche a modéliser,
existe dans la Protein Data Bank, il est possible d’utiliser cette structure comme
modeéle primaire qui servira a guider la modélisation de la protéine d’intérét
(29). 11 suffit d’effectuer un alignement multiple de la séquence protéique avec
les séquences des protéines dont la structure est connue (Figure 16) (23).
Ensuite, la sélection de la structure modele est basée sur un score de similarité.
L’intégration de données experimentales provenant de la littérature (30),
I’assignation des structures secondaires, la recherche des interactions entre
hélices avec 1’utilisation des outils de prédiction de contact avec les lipides de la
membrane, permettent d’affiner le mode¢le de structure finale. Le mod¢le final

doit également refléter les propriétés biochimiques de la molécule (31).
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Figure 16 — Les différentes étapes de la détermination de la structure
tridimensionnelle d’une protéine a partir de la séquence d’acides aminés en

utilisant la modelisation comparative (23).

Lors de la premiére étape de recherche de séquences similaires, des outils
d’alignement peuvent étre utilisés, tel que PSI-BLAST (32). Une approche
phylogénétique est souvent recommandée, dans le but de détecter les régions
conservées dans la séquence protéique et qui sont le plus souvent, responsables
du maintien de la structure et de la fonction. Il est important aussi de conduire
ses propres expériences biologiques, comme la mutagenése dirigée, afin de
déterminer les résidus les plus impliqués dans le maintien de la structure. Une
recherche bibliographique, suffit parfois a trouver toutes les informations

nécessaires.

Dans un deuxieme temps, il est nécessaire d’assigner les structures secondaires
et d’extraire des informations qui serviront de base de départ pour la
modélisation comparative (33). Il s’agit de retrouver le nombre d’hélices ou de
feuillets, leur longueur et leur position. Des outils basés sur 1’apprentissage et le
recensement d’un grand nombre de structures secondaires permettent d’effectuer

cette étape.
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La troisiéme étape consiste en la realisation de la modélisation proprement dite.
Modeller (34) est un logiciel qui permet de générer plusieurs structures
possibles, sur la base des données fournies. La modélisation peut étre améliorée
grandement, en imposant des contraintes au modele final, telles que la distance
entre les résidus, I’existence de ponts disulfure et les contacts entre hélices. La
recherche de telles contraintes fait I’objet du présent travail et dont le but est

d’améliorer les modeles des protéines membranaires intégrales polytopiques.

Finalement, un ou plusieurs modéles sont sélectionnés et une étape de validation
des structures est réalisée. Différents métriques permettent d’évaluer le modéle
(voir 2.3.1.2).

2.3.1.1.2. Modélisation par Threading

Cette méthode concerne les protéines pour lesquelles aucune structure
homologue résolue n’est disponible pour servir de modéle primaire. Elle se base
sur I’identification de caracteres structuraux partagés par le plus grand nombre
de protéines. Dans un premier temps, il y a une étape d’apprentissage sur les
structures résolues dans la Protein Data Bank. Ensuite, chague acide aminé de
la séquence dont on cherche a déterminer la structure, est aligné dans une
structure probable (35). Finalement, il s’agit d’évaluer la conformité des
caractéristiques de chagque acide aminé aux caractéristiques précédemment
déterminés. Le modele qui se conforme le plus aux caractéristiques générales
partagés par les structures disponibles est retenu. Cette méthode se base sur deux
constats : le premier est que, d’apres la base de données CATH (cathdb.info), le
nombre de conformations possibles dans la nature est relativement faible (autour
de 1300), le deuxiéme étant le fait que 99% des nouvelles entrées dans la

Protein Data Bank sont similaires aux structures précédemment résolues.
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2.3.1.1.3. Prédiction de novo

Prédire la structure a partir de la séquence d’acides aminés a été classé par
Science comme 1’'un des 100 défis scientifiques que la science doit relever.
Aprés la synthese de la protéine, celle-ci retrouve sa structure native, parmi une
infinité de structures possibles, en 10 microsecondes. Ce processus prendrait 30
ans en temps machine, si les scientifiques tentait de le reproduire. C’est le
paradoxe de Leventhal (36). La prédiction de novo essaie de déterminer la
structure d’une protéine a partir de la séquence en acides aminés (37), sans

aucune information préalable apportée par une structure similaire.

Actuellement, les algorithmes prédictifs s’intéressent aux petites protéines, vu
les capacités énormes de calculs requis. Depuis 1994, la compétition CASP
(Critical Assessment for Protein Structure Prediction) (38), réunit tous les deux
ans les différents groupes de recherche pour comparer I’efficacité de leurs
méthodes de determination des structures (Figure 17). Des sequences protéiques
dont les structures viennent d’étre résolues et gardées secrétes, sont remises aux
compétiteurs, et les différents algorithmes sont jugés sur leur efficacité a prédire

au mieux la structure finale.
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Figure 17 — Evolution de la performance des équipes participantes a la

compétition CASP. (Source : http://predictioncenter.org)
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Les différentes méthodes détaillees dans le point précédent, essayent de prédire
la structure tridimensionnelle d’une protéine a partir de sa séquence protéique.
Mémes si elles sont toutes différentes de par I’approche adoptée pour résoudre la
structure, néanmoins, elles ont tous un point commun : elles se basent sur des
observations biologiques et statistiques des protéines étudiées et inférent ensuite

ces connaissances sur des protéines moins connues.

Les méthodes d’apprentissage ou machine learning, prennent en entrée une
ensemble de données relatives a des structures protéiques, et en déduisent
ensuite une serie de parameétres, de corrélations, qui sont partagés par ces
structures et leur sont uniques (39) : c’est la phase d’apprentissage. Dans un
deuxiéme temps, 1’algorithme généralise ces corrélations a d’autres séquences
dont la structure est inconnue. D’autres méthodes prennent en entrée des
contraintes physico-chimiques pour modéliser la proteine. Par exemple, sachant
que deux hélices a, voisines de séquence, sont automatiquement en contact dans
I’espace tridimensionnel, cette contrainte est appliquée dans les méthodes
d’assignation des structures secondaires, ainsi que dans la modélisation
moléculaire. Ceci dans le but de se rapprocher le plus possible de la réalité, de
comprendre les mécanismes de formation des structures natives et enfin
d’améliorer les prédictions, la modélisation et les études de dynamique des

protéines membranaires.
2.3.1.2. Lavalidation des modeles

Le calcul de I’écart quadratique moyen, permet de déterminer la distance
moyenne interatomique entre le modéle primaire et le modele généreé in silico.
Le modele ayant un écart moindre pourra étre éventuellement sélectionné pour
d’autres ¢études de validation. Ces différentes méthodes sont regroupées sous le
nom de Model Quality Assessement Prediction (MQAP) (40). Il s’agit dans un
premier temps d’évaluer un modéle sur le plan global, c’est-a-dire, sa

conformité par rapport aux modeles primaires et aux autres modeles génerés.
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Puis sur le plan local, dans le but de vérifier la qualité de 1’alignement ou le

positionnement des résidus.

Dans un deuxiéme temps, les propriétés physiques sont évaluées. Dans ce cas,
des scores sont attribués aux modéles suivant leur stéréochimie, chiralité,
liaisons interatomiques et propriétés électrostatiques. L’outil PROCHECK (41)
integre un ensemble de fonctionnalités qui permettent la mesure de ces
parameétres et constitue un moyen efficace pour la validation des propriétés
physiques d’un modele. Le diagramme de Ramachandran (42), en 1’occurrence,
permet de vérifier les angles de torsions interatomiques et de les classer en zones
« favorables », « acceptables » et « non acceptables ». Le calcul de I’énergie de
solvatation et des liaisons hydrogene sont également importantes pour la

validation du modele (43).

D’autres scores se basent sur une comparaison du modéle aux bases de données
de structures de protéines existantes. Ces scores dits « statistiques » permettent
de caractériser les propriétés atomiques dans une base de données de
conformations résolues expérimentalement. Les parametres les plus étudiés sont
la distance interatomique, la distribution des groupes chargés, les volumes
atomiques et les liaisons hydrogeénes. Le service web VERIFY 3D (44) est I’'un
des premiers moyens de calcul de ces scores mis a la disposition des
structuralistes. Dans un premier temps, il y apprentissage des caractéristiques
1D-3D de chaque protéine dans une base de données déterminee
expérimentalement. Les caractéristiques 1D sont celles qui s’intéressent a
I’homologie entre séquences d’acides aminés (score de compatibilité séquence-
séquence) et le positionnement des résidus. Les caractéristiques 3D s’intéressent
quant a elles a I’environnement préféré par certains résidus, c’est le score de
compatibilité sequence-structure. Les descripteurs 3D basés sur I’accessibilité au
solvant, [’hydrophobicité¢ et la polarité des atomes environnants permettent
d’assigner une classe environnementale a chaque résidu. Ensuite, un score est
calculé sur la base de la conformité des résidus de la séquence cible aux
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propriétés des résidus déterminés dans la base de données (45). D’autres scores
évaluent le potentiel de voisinage entre résidus ou potentiel de paires, et
I’adéquation des structures secondaires. Les méthodes récentes combinent les
scores physiques avec les scores statistiques, ce qui permet une meilleure

évaluation des modeles (46).

Les differentes étapes détaillées dans les points précédents (2.3.1.1.1 /2.3.1.1.2
/2.3.1.1.3), sont aussi bien valables pour les protéines solubles que pour les
protéines membranaires. Toutefois, les différents outils utilisés ont été congus
principalement pour les protéines solubles et le plus souvent ils ne sont pas
valables pour les protéines membranaires, ce qui rend le processus de
modélisation de ces protéines, moins évident, nécessitant parfois des approches
non conventionnelles. Telle que [Dintervention manuelle, pour améliorer

I’alignement par exemple.

2.3.2. Apport de la modélisation des protéines membranaires
dans la découverte et la conception des molécules a

intérét biothérapeutique

Les protéines membranaires assurent un ensemble de réles indispensables a la
vie de la cellule. Les pompes, les convertisseurs d’énergie, les récepteurs, les
transporteurs, les enzymes et les canaux constituent deux tiers des cibles

thérapeutiques et sont codées par un tiers du génome humain.

Connaitre la structure des protéines membranaires a permis de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires de leur activation, et leurs mécanismes
d’action (47) et de synthétiser efficacement des ligands, doués d’une spécificité

remarquable, pour le traitement des maladies impliquant ces récepteurs.

La conception du médicament, dans sa phase moderne, au début de la seconde
moitié du vingtieme siécle, était basée sur un large écrantage (screening) de
différents composés chimiques de différentes natures et des essais in vivo sur les

animaux. Cette approche basée sur la recherche de la molécule active
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rallongeait le temps de la commercialisation du médicament sur le marché et
augmentait les colts. Il faut savoir que 90% des molécules candidates ne sont
pas mises sur le marché (Figure 18) (48). Le début des années 1990, a connu
I’émergence d’un nouveau paradigme, qui stipule que la compréhension des
mécanismes moléculaires induits par les xénobiotiques doit constituer le
rationnel derriere la sélection d’une molécule candidate pour le passage en phase
de développement : c’est le Rational Drug Design (49). Le principe en est
simple : si un principe actif, la molécule, devait se lier au récepteur pour
produire 1’effet thérapeutique escompté, comment faire en sorte que cette
molécule se lie a ce récepteur de la maniére la plus spécifique qui soit. En effet,
les effets indésirables détectés lors des phases de développement du
médicament, ainsi qu’apres la commercialisation, en phase de
pharmacovigilance, sont sans doute la premiére cause de D’arrét du
développement du médicament ou de son retrait du marché avec les pertes
colossales qui s’en suivent pour I’industrie pharmaceutique et pour les patients.
En admettant que le récepteur est une serrure et que le médicament est la clef,
comment trouver la clef qui ouvre uniquement cette serrure. Le concept de la
serrure et la clef est la base sur laquelle repose le Rational Drug Design. C’est
donc une approche dont le point de départ est la cible impliquée dans la maladie

et non le principe actif.

La modélisation moléculaire permet de mieux comprendre la cible et les sites
d’interaction avec le ligand. Dans un premier temps, les bioinformaticiens
détectent dans la structure, les poches, support de I’interaction avec le ligand, ce
qui permet de déterminer une structure du ligand qui se lie spécifiguement et
avec une grande affinité a cette cible. Une molécule virtuelle, le lead, est ainsi
construite en prenant en compte les similarités avec les protéines déja connues.
Ensuite, ce chef de file est optimisé : Des molécules dérivées sont obtenues par
manipulation de la structure afin de limiter la toxicité et d’augmenter ’affinité.

Les propriétés pharmacocinétiques sont eégalement prises en compte pour assurer
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une bonne biodisponibilité et une meilleure distribution. Finalement, avant de
passer a la synthese chimique, un écrantage virtuel sur la chimiothéque permet
de ressortir les composés qui partagent le plus de similarité en termes de
structure chimique avec le composé a synthétiser, ceci afin de guider la chimie

médicinale.

Dans les années 1990, le succes relatif de la société AGURON, qui a développé
le Prinomastat (50) par une approche de bioinformatique structurale a poussé les
industries pharmaceutiques a adopter ce paradigme dans la recherche de
médicament. Le Prinomastat est un agent anticancéreux puissant agissant contre
les métastases incontrolées dans les cancers majeurs, dont le développement
s’est arrété en phase Il en 2000 par manque d’efficacité dans le cancer

métastatique retarde.

Arthriig  Cardio- GRS Infectious Oncology Opthal- Metebolic Urology  Women's All
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Figure 18 — Taux de réussite dans le developpement du médicament par classe
thérapeutique. Le pourcentage moyen de réussite d’un composé de la phase une

a la phase quatre est evalué a 11% (48).
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2.3.3. L’intérét de la présente thése

Ce travail s’intéresse a 1’analyse des protéines membranaires intégrales
polytopiques. La modélisation de ces protéines est difficile, pour les raisons
détaillees dans le point 2.2.2 Comprendre le mécanisme natif du repliement de la
protéine membranaire et les événements impliquant la structure et la chimie de
la protéine est une étape nécessaire pour prédire la structure de cette derniere. A
ce jour le paradigme le plus accepté est celui de Popot et Engelman (51), qui
stipule que le repliement natif des hélices des protéines membranaires est un
processus séquentiel qui a lieu en deux étapes : I’insertion des hélices dans la
membrane avec une certaine topologie et ensuite I’adoption d’une conformation,
résultante de I’interaction entre les hélices et entre les lipides et les hélices pour
se stabiliser dans une structure finale. Plusieurs expériences de biochimie ont
permis de valider ce modéle, méme s’il ne refléte pas tous les détails du
processus. Il s’agit donc dans un premier temps de localiser la position des
hélices dans la séquence protéique et de caractériser leur topologie. Ensuite, il
faut déterminer la structure tertiaire préférée, via la caractérisation de

I’entassement des hélices ou packing.

La détermination de la position des hélices et leurs topologies est grandement
facilitée par les expériences de biochimie, et par les connaissances structurales
acquises des protéines similaires. Il est donc possible de retrouver ces

informations a partir de la structure et a I’aide de 1’expérimentation.

La caractérisation de la structure tertiaire est donc un facteur limitant dans la
prédiction de la structure. Caractériser le packing des hélices dont le la topologie
est connue, a fait ’objet de plusieurs études, dont une majorité concerne les
protéines solubles (52, 53). Le but de ce travail est de caractériser la structure
tertiaire des heélices transmembranaires, en se basant sur le travail pionnier de
Bowie (54). Il s’agit de décrire les hélices transmembranaires en termes de
longueur, nombre de contact avec les hélices voisines, composition en acides

amines de la premiére et derniére boucle, calcul de I’angle formé avec la
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membrane, et de I’angle formé entre deux hélices voisines de séquences et dans
I’espace. L’auteur reconnait dans son article, ou il y analyse les hélices de trois
protéines membranaires, qu’une étude plus large, englobant plus de protéines
étudiées, est nécessaire pour géenéraliser les connaissances retrouvées. Ce travail
vise donc a analyser un plus grand nombre de protéines, sur les critéres de
Bowie (55) et d’autres critéres d’analyses statistiques plus récentes basées sur la
structure (56). Ceci permettra de mieux comprendre le mécanisme de repliement
des protéines membranaires et indéniablement d’améliorer le processus de

prédiction de la structure a partir de la séquence.

28



Matériels et méthodes

3.  MATERIELS ET METHODES

Le présent travail s’intéresse donc a 1’analyse topologique des hélices

transmembranaires par des outils bioinformatiques et statistiques.

Pour se faire, un outil en langage Python a été créé afin de réaliser ces analyses
sur une base de données de protéines membranaires. HeliStatistiX est présenté
ainsi comme un outil flexible, fiable et trés complet. Il englobe une grande
majorité des parametres décrivant les hélices transmembranaires tels que I’angle
formé entre I’axe de I’hélice et le plan de la prot€ine, la longueur de I’hélice, son
moment hydrophobe, la présence de cassures et 1’angle de ses cassures. Mais
aussi, I’interaction entre hélices et 1’angle formé par elles, ainsi que la boucle de

connexion et le nombre de points de contacts, entre autres parametres.

Les différentes corrélations entre parametres et autres tendances statistiques
avérees dans ce travail permettront aux bioinformaticiens de réduire 1’espace de
recherche lors de la prédiction de la structure tridimensionnelle de protéines

transmembranaires.

L’importance de ce travail réside dans le fait qu'une grande base de données de
protéines transmembranaires a €té générée et étudiée dans le but de comparer et
étayer nos résultats a ceux des précédents travaux de Bowie et al. (54, 56),
travaux précurseurs dans ce domaine. HeliStatistiX n’est donc pas le premier
outil qui permet de réaliser ce type d’analyses (57, 58), cependant, il examine
davantage de parametres et permet de regrouper les résultats d’analyse en un
fichier unique, ce qui permet de procéder plus aisément et rapidement aux

analyses statistiques.

L’objectif sera donc de confirmer les corrélations entre les parametres
précédemment caractérisés dans la littérature mais aussi d’en déterminer
d’autres. Ceci dans le but d’¢élucider un peu plus les mécanismes qui régissent

I’interaction des hélices transmembranaires avec leur environnement lipidique,
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de comprendre le repliement de la protéine dans la bicouche lipidique, la
formation de structures secondaires ainsi que de déterminer les différences entre

protéines membranaires et protéines globulaires.
3.1. Lastructure des protéines

Les protéines membranaires contenant un ou plusieurs segments
transmembranaires ont été identifiées par leurs codes PDB. Les fichiers de
structures correspondants ont été récupérés dans la base de données OPM.
L’avantage qu’offre OPM par rapport a la PDB est la correction des
coordonnées atomiques par rapport au plan median de la protéine. Autrement

dit, le plan de la protéine est situé¢ a I’origine du repeére.

3.2. HeliStatistiX

Cet outil a été codé en Python version 2.7 (59), il prend en entrée un fichier

config en trois lignes distinctes (Figure 19) (Annexe 1) :

-Le code PDB des protéines séparés par un point-virgule,

-Les chaines protéiques transmembranaires de chaque protéine separées par une
virgule pour la méme protéine et par un point-virgule entre protéines differentes,
-Les positions de début et de fin de chaque hélice. Ces informations sont prises
de la base de données OPM (60).

Les fichiers PDB téléchargés sont mis dans le méme dossier que le script de

I’outil et son fichier config.

Aprés 1’exécution du programme, deux fichiers tableau CSV sont créés en

sortie :

- Le premier Tilt_angles recense les angles de tilt des hélices ainsi que neuf
autres parameétres : La longueur de I’hélice en acides aminés, la longueur en
Angstréms (A), I’hydrophobicité moyenne de I’hélice, le moment hydrophobe
d’Eisenberg, le nombre d’hélices voisines, le nombre de cassures, 1’angle de la

plus grande cassure par rapport a ’axe de I’hélice, la composition en acides
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aminés du premier tour et du dernier tour d’hélices, chaque tour étant defini sur

quatre acides aminés.

- Le second Packing_angles regroupe toutes les hélices en interaction et les
angles qu’elles forment ainsi que huit autres parameétres : I’orientation de
I’hélice (Paralléle / Antiparalléle), nombre de contacts entre hélices en
interaction, la distance minimum entre les centres d’hélices en interaction, la
longueur de la boucle de connexion, le nombre de cassures dans le couple
d’hélices, le moment hydrophobe d’Eisenberg de chaque hélice en interaction, le

pourcentage des hélices voisines qui sont en interaction.

Les différentes analyses ont été effectuées a partir de ces deux fichiers grace a
un script en langage statistique R (61) : Le calcul du coefficient de corrélation de

Pearson, ainsi que les figures.

== [

] W
HeliStatistiX

v

Figure 19 — Schéma représentant le fonctionnement de 1’outil HeliStatistiX.

3.3. Définitions des parametres

La plupart des paramétres ont été définis comme dans ’article de référence de
Bowie et al (50), afin de pouvoir comparer les résultats et constater I’effet de
I’étude d’un plus grand nombre de protéines (33 contre trois protéines dans

I’article de référence). L’ accent a ét€ mis sur deux parametres qui sont I’angle de
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tilt et I’angle de packing. L’angle de tilt permet de comprendre 1’influence
qu’exerce I’environnement de I’hélice sur son orientation tandis que 1’angle de

packing évalue I’interaction de 1’hélice avec son environnement.
3.3.1. Calcul de I’axe d’une hélice

Le calcul de I’axe de I’hélice se fait selon la méthode de Chothia (52). C’est la
moyenne des axes locaux de chaque tour d’hélice défini sur quatre acides
aminés (Figure 20). Chaque axe local est le vecteur normal au plan formé par les

acides amines de chaque tour.

: L’axe normal &
| > la membrane

Surface
de
contact

La membrane
protéique

Figure 20 — Schéma représentant 1’axe d’une hélice et la méthode des calculs
des parametres. Q est I’angle de packing, a est I’angle de tilt, en pointillé I’axe

normale a la membrane.

Un axe local est calculé pour chaque tour d’hélice. L axe final est la moyenne de
tous les axes locaux. Il y a cassure si I’angle entre deux axes locaux successifs

est supérieur a 20°.
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L’angle de packing est I’angle entre les axes de deux hélices.

L’angle de tilt est celui que forme ’axe de I’hélice avec le vecteur normal a la
bicouche lipidique (vecteur vertical). Finalement, deux hélices sont en contact si
les deux centres (points verts sur la figure 20) sont & moins de 25 A de distance

et qu’au moins trois résidus sont en contact.
3.3.2. Cassure d’hélice

La présence de cassure dans une hélice : est définie lorsque deux axes locaux

successifs forment un angle de plus de 20°.
3.3.3. Moment hydrophobe d’Eisenberg

Le moment hydrophobe d’Eisenberg noté <uH> est défini comme dans la

litterature (62-64) et calculé de la fagon suivante :

N N 2
Z H,sin(nd) Z anos(n(S)] y /2
n=1 n=1

Avec H, I’hydrophobicité du n*®™ acide aminé dans la séquence, né I’angle

1

2
< uH >=— +
u N(

séparant les chaines latérales, avec § = 100° pour les hélices a.

Plus le moment d’une hélice N est élevé, plus son caractere amphiphile est
prononcé. Sa valeur varie entre 0 et 3.26. Le moment hydrophobe est le vecteur
somme de tous les moments hydrophobes de chaque acide aminé, déterminant

ainsi sa longueur et sa direction (Annexe 2).
3.3.4. L’hydrophobicité moyenne d’une hélice

L’hydrophobicité moyenne d’une hélice varie entre -1.01 et 2.25, elle est notée
<H>. C’est la somme de I’hydrophobicité¢ de chaque de chaque acide aminé de
la séquence de I’hélice divisée par le nombre d’acides aminés. L hydrophobicité

est déterminée (Tableau 1) selon I’échelle de Pliska et Fauchere (65).
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Acide aminé | Hydrophobicité | Acide aminé | Hydrophobicité
Ala 0.31 Leu 1.7
Asp -0.77 Phe 1.79
Glu -0.64 Thr 0.26

lle 1.8 Val 1.22
Met 1.23 Asn -0.6
Ser -0.04 Gln -0.22
Tyr 0.96 His 0.13
Arg -1.01 Lys -0.99
Cys 1.54 Pro 0.72
Gly 0 Trp 2.25

Tableau I — L’échelle d’hydrophobicité de Pliska et Fauchére (65).

Cette echelle a pu étre déterminée grace aux coefficients de partition

Octanol/Eau de chaque résidu.
3.3.5. Calcul de I’angle de tilt

L’angle de tilt est I’angle calculé entre le vecteur de I’axe de la protéine et le

vecteur de 1’axe de 1’hélice selon la formule du produit scalaire :
u.v = ||ull.||7]]. cos(u. V)
3.3.6. Contact entre deux hélices en interaction

Le contact entre deux hélices est défini selon la méthode Chothia (52), basée sur
un seuil de distance : Il y a contact si deux hélices ont plus de trois résidus en
contact avec une distance entre les centres des hélices inférieurs a 25 A . Deux
résidus sont en contacts si la distance entre leurs carbones a respectifs est

inférieure a 10 A.
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3.3.7. Calcul de I’angle © de packing

L’angle de packing, ou de torsion est I’angle entre les deux vecteurs normaux
aux axes de deux hélices en interaction. L’ origine de chaque vecteur est le point

ou la distance entre les deux heélices est la plus faible.
3.3.8. Calcul de ’orientation du packing

L’orientation de deux hélices en interaction est paralléle si les vecteurs des axes

des deux hélices ont le méme sens et antiparallele s’ils ont un sens contraire.
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4. RESULTATSET DISCUSSION

4.1. Labase de données

La base de données de protéines membranaires utilisée dans ce travail regroupe
33 protéines transmembranaires différentes et non redondantes ayant 48
segments transmembranaires différents. Ce qui représente un total de 231
hélices recensées dans le Tableau 2. 350 interactions entre helices ont été

caractériseées selon les criteres décrits précedemment.

Protéine Chaine Nombre d’hélices
(Code PDB) transmembranaire

1dxr L 5
M 5

lel12 A 7
leys L 5
M 5

1h2s A 7

B 2

1jb0 B 11

F 1

L 3

1kqf C 4
lors C 3)
1916 C 3)
1r3] C 2
1v55 B 2
1wpg A 10
1xio A 7
2bhw A 3
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2bl2 A 4
2f2b A 8
2ng2 A 10
2qts B 2
2uuh A 4
2vpz C 8
2X2V A 2
2zxe A 10
3ark A 7
3cx5 C 8
E 1

H 1

3gd8 A 8
3gia A 12
3hd6 A 12
3ldc A 2
2j8c M 5
3s89g A 13
1yqg3 C 3
D 3

2Xtv A 6
2Xxqu A 2
3m73 A 10

Tableau Il — Caractéristiques des protéines étudiees.

Les positions de début et de fin de chaque hélice peuvent étre retrouvées dans la

base de données OPM en entrant le code PDB de chaque proteéine.
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4.2. L’angle de tilt
4.2.1. Distribution des angles de tilt

La figure 21 montre la distribution des angles de tilt. La moyenne se situe a 30°
avec un écart type de 9,57°. Le graphique ne permet pas de dégager une
tendance des angles de tilt, avec une majorité des angles se situant dans
I’intervalle compris entre 10° et 40°, sans prendre en compte le biais statistique

de préférence pour les grands angles.

Distribution des angles de tilt

35
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|
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0 10 20 30 40 50 60

Angles de tilt (degrés)

Figure 21 — La distribution des angles de tilt. Cette distribution n’est pas
normale (test de Shapiro : W = 0.98, p = 0.03<0.05).

Cependant la préférence pour tous les angles n’est pas la méme, car dans un
repere tridimensionnel, il existe plusieurs maniéres pour générer un grand angle
par rapport a un petit angle (54). Autrement dit, en 1’absence de contraintes, en
prenant 1’exemple d’une sphére, un grand angle a plus de probabilité d’étre

sélectionne au hasard (Figure 22).
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Membrane Normal

Small Tilt Angle

Large Tilt Angle

Figure 22 — Probabilités des angles de tilt (54).

Dans un repeére tridimensionnel, plus un angle est grand, plus il a de possibilités
d’étre sélectionné, comme démontré par la figure 22. Ceci est a 1’origine d’un
biais statistique qui favorise les grands angles dans la distribution des angles de
tilt. La probabilité de chaque angle est proportionnelle a la circonférence de
I’anneau formé par les différentes possibilités de sélectionner cet angle, elle-

méme proportionnelle au cosinus de 1’angle.

Pour pallier a ce biais statistique, la distribution selon le cosinus de 1’angle a été
proposée (Figure 23). Cette distribution corrigée montre une préférence pour les
petits angles (0° - 18°) de tilt, correspondant aux valeurs de cosinus comprises
entre 0.95 et 1.

Ceci confirme le modéle selon lequel, sous les contraintes physiques dans la
membrane, les hélices des protéines membranaires s’y insérent avec un angle

quasi-nul (51), ceci a été confirmé par des modeles in silico (66). Les hélices
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étant ancrées de part et d’autres de la membrane, la longueur idéale est celle de
la membrane (30 A) (67) et celles ayant des longueurs différentes (supérieures
ou inférieures & 30 A ) ont donc des angles de tilt qui dévient de la normale a la

membrane.

Distribution corrigée des angles de tilt

55 65 75 85
1

Fréquence
25 35 45

15
|

[ I T T T T I I 1
055 06 065 07 075 08 085 09 09 1

Cosinus des angles

Figure 23 — Distribution corrigée de 1’angle de tilt.

4.2.2. Angle de tilt et 1a longueur d’hélice
4.2.2.1. Lalongueur d’hélice

Une hélice est definie au minimum sur un tour par quatre acides aminés. La
longueur moyenne des hélices est de 22,1 acides aminés (écart-type 2,3 acides
aminés) soit 32.4 A (écart-type 2,6 A) (Figure 24). Ces résultats sont en accord
avec les résultats retrouvés dans l’article de référence (54) selon lequel la

longueur moyenne des hélices serait de 26.4 acides aminés.
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La distribution de la longueur des hélices
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Figure 24 — La distribution de la longueur des hélices exprimée en nombre

d’acides aminés.

La majorite des hélices membranaires ont une longueur située entre 20 et 25
acides aminés avec une moyenne de 21 acides aminés soit 32 A |, ce qui
correspond a la longueur de la bicouche lipidique dans laquelle sont insérées les
hélices (~30 A) (55). Cette contrainte impose une certaine préférence pour la
longueur des hélices, les hélices des protéines solubles, dépourvus de telles

contraintes ont une distribution différente (55).
4.2.2.2. Corrélation entre angle de tilt et la longueur
d’hélice

Le précédent résultat démontre aussi que la plupart des hélices devrait s’insérer
de maniere parallele a ’axe normal au plan de la protéine. L’hélice étant ancrée
de part et d’autre de la membrane, un angle de tilt de 0° devrait étre

énergetiquement favorable au vue de telles contraintes.
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Pour 1’étude de cette corrélation, seules les hélices de plus de 19 acides aminés,
susceptibles d’étre ancrées a la membrane des deux cotés sont retenues.
Egalement, les hélices présentant une cassure ont été retirées, car les cassures ou

kinks peuvent influencer 1’angle de tilt (voir 4.2.5).

Corrélation entre la taille de I'hélice et I'angle de tilt
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Figure 25 — L’angle de tilt est en corrélation statistiguement significative avec

la longueur de I’hélice.

Le coefficient de corrélation de Pearson calculé s’¢éléve a 0.53 (p<0.001) (test
du coefficient de corrélation est significatif) entre la longueur d’hélice et ’angle
de tilt (Figure 25) ce qui démontre I’hypothése précédemment émise Selon
laquelle plus I’hélice est longue, plus elle est déviée de la normale a Ia

membrane.

Toutefois, la corrélation reste faible, mais elle devient plus grande si les angles
sont catégorises en intervalles de 5°. D’autres raisons peuvent expliquer la faible
corrélation, notamment, la possible présence d’hélices en position paralléle a la

membrane, qui sont toutefois rares. Finalement, 1’extension de I’hélice de plus
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d’un tour au-dela du domaine transmembranaire est possible et pourrait fausser
la corrélation. Ceci pourra étre corrigé si 1’on ne s’intéresse qu’aux parties

transmembranaires des hélices.

4.2.3. Angle de tilt et hydrophobicité
4.2.3.1. L’hydrophobicité des hélices

La Figure 26 et I’annexe 3 montrent la distribution de I’hydrophobicité moyenne
des hélices qui s’étend sur une échelle de 0 a 0.5. Ce profil confirme le caractere
hydrophobe prononcé des helices transmembranaires. La moyenne est égale a

0.17 avec un écart-type de 0.091.

La figure 27 représentant la distribution du moment hydrophobe des hélices
membranaires montre que ce parametre varie de 0.4 a 1.4 selon une distribution
normale (test de Shapiro : W = 0.99, p = 0.511>0.05) (Annexe 4). La moyenne
est 0.93 et I’écart-type égale 2 0.17.

4.2.3.2. Corrélation entre angle de tilt et

hydrophobicité

L’hé¢lice enfouie dans le cceur hydrophobe de la membrane, tend a garder cette
position energétiquement favorable (68) et les contacts avec 1’environnement
hydrophile sont minimisés, c’est le hydrophobic mismatch (69). Le tilting de
I’hélice d’un certain angle est I’'un des mécanismes qui permet de garder cette
position favorable (70). En calculant I’hydrophobicité moyenne et le moment
hydrophobe d’Eisenberg, aucune corrélation n’a pu étre déterminée entre
I’hydrophobicité (Annexe 5) et la tendance amphiphile de 1’hélice (Annexe 6)
avec 1’angle de tilt. Ceci est d0 au fait que toutes les hélices sont hydrophobes et
qu’elles différent peu au niveau des échelles d’hydrophobicité. En fait, les
différences se situent essentiellement au niveau des interfaces membrane-
cytoplasme et membrane-milieu extracellulaire. Nous nous sommes donc

intéressés a la composition des hélices a ces niveaux.
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Hydrophobicité moyenne des hélices
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Figure 26 - Distribution de I’hydrophobicit¢é moyenne des hélices

transmembranaires.
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Figure 27 — Distribution du moment hydrophobe des hélices

transmembranaires.
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4.2.4. Angle de tilt et composition en acides aminés
4.2.4.1. Composition du premier et dernier tour
d’hélice

Dans la matrice de composition du premier et dernier tour d’hélice en fonction
de I’angle de tilt (Figure 28), les acides aminés hydrophobes (en bas) sont
séparés des acides aminés hydrophiles (en haut) par la glycine. Les résidus
hydrophobes sont majoritairement présents dans le premier et dernier tour

d’hélice par rapport aux protéines solubles (56) (Annexe 7).

La leucine est également 1’acide aminé le plus abondant dans les extrémites,
comme a l’intérieur de 1’hélice (56). En comparant la fréguence des acides
amines hydrophiles présents aux extrémités par rapport a ’intérieur de I’hélice
(71), ceux-ci sont plus abondants du fait que leur présence a I’intéricur de la
membrane est ¢énergétiquement défavorable. En particulier L’histidine,
I’asparagine et la glutamine sont essentiels pour stabiliser I’hélice dans la
membrane, en accord avec les modeéles précédemment publiés, car leur présence

résulte en une diminution de I’énergie libre (72).

4.2.4.2. Corrélation entre angle de tilt et composition

en acides aminés

La distribution des acides aminés au sein du premier et dernier tour d’hélice en
fonction de I’angle de tilt ne démontre pas une influence claire d’un acide aminé

en particulier sur 1’angle de tilt (Figure 28).

D’aprés cette méme figure, les acides aminés aromatiques tels que la tyrosine, la
proline et le tryptophane sont présents dans plusieurs intervalles d’angles. Ceci
est possiblement lié au fait que la partie hydrophobe est ancrée a la membrane

lipidique, du fait que leurs chaines latérales soient a caractére hydrophile.
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On remarque également (Annexe 9), que certains acides aminés hydrophiles
sont absents dans des intervalles entiers d’angles, tels que 1’acide aspartique et la
lysine de 0° a 10°, ou tres présents telle que I’histidine dans le méme intervalle.
I1 est possible que pour deux hélices de méme longueur, I’angle de tilt soit
d’autant plus petit que certains acides aminés hydrophiles sont présents, du fait

d’une moindre intensité de 1”’hydrophobic mismatch (73).

Sur la matrice, cet effet apparait a partir du seuil d’angle (10 a 15°) et donc
d’une la longueur d’hélice (20-25 acides aminés). Les hélices ayant une
longueur compatible avec la longueur de membrane, ne sont pas tiltées et donc
la composition du premier et dernier tour n’influence pas 1’angle de tilt. Enfin,
d’aprés la figure 28, on constate que les acides aminés polaires, tels que
I’arginine, la glutamine et la lysine ont une fréquence qui suit I’augmentation de

I’angle de tilt.

Ces acides amines favorisent la conformation hélicoidale des residus et la
continuité de 1’hélice. Les hélices fortement tiltées sont plus enfouies dans la
membrane alors que les hélices moins tiltées sont plus au contact de
I’environnement hydrophile extérieur. De ce fait, ces acides aminés polaires
favorisent la continuité de I’hélice dans 1’environnement membranaire d’ou leur

présence dans le premier et dernier tour des hélices enfouies.

Ceci peut expliquer le fait que les acides aminés exposés, de maniere générale,
sont beaucoup moins conservés dans les hélices que ceux qui sont enfouis dans
la membrane. Ils permettent a la protéine de s’adapter a I’environnement
extérieur et assurent ainsi les fonctions des diverses protéines membranaires

(interactions avec le milieu exterieur, transport, transduction du signal) (74).
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La distribution des acides aminés en fonction de l'angle de tilt
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Figure 28 — Fréquence des acides aminés dans le premier et dernier tour d’hélice
en fonction de ’angle de tilt. Légende : spectre du blanc au rouge. Blanc :

fréquence zéro, Rouge : fréguence cing.

4.2.5. Angle de tilt et cassures d’hélices
4.25.1. Cassures d’hélices

Une majorite des hélices (162 — 70%) sont intactes. Les statistiques de cassures

d’hélices montrent que 69 hélices sont cassées a un endroit au moins.

La distribution des cassures d’hélices (Figure 29) montre que la majorité des
hélices cassées, le sont a un endroit. Les cassures a plus qu’un endroit sont plus

rares.
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Distribution des cassures d'hélices
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Figure 29 — Distribution des cassures d’hélices.

4.2.5.2. Corrélation entre angle de tilt et cassures

d’hélices

Sous les contraintes imposeées par le hydrophobic mismatch, une hélice pourra
soit s’incliner d’un certain angle par rapport a la membrane, soit se casser. Ce
constat a été notamment confirmé par des simulations de dynamique moléculaire
(73). Indépendamment de la composition de I’hélice et en supposant que
I’inclinaison est préalable a la cassure, on s’attend donc a ce que la présence de
cassure soit corrélée a I’angle de tilt. Ainsi, I’angle que forme cette cassure avec
I’axe local de I’hélice, serait plus grand quand 1’hélice aurait subi une contrainte
plus grande, donc un angle de tilt plus grand. Effectivement, en prenant la
moyenne des angles ayant zéro, une, deux et trois cassures, un coefficient de
corrélation de Pearson de 0.726 (p non significative) a été déterminé (Figure
30).
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Relation entre angle de tilt et cassure d'hélice
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Figure 30 — Angle de tilt et nombre de cassures par hélice. Dans ce graphique

les hélices ont été regroupées par nombre de cassures.

Cependant, une faible corrélation (0.344) entre 1’angle de cassure et I’angle de
tilt a été trouvée (Annexe 8). La figure montre une corrélation positive entre les
deux parametres : plus I’angle de tilt est grand plus I’angle de cassure 1’est
aussi. Il est fort probable que cette corrélation puisse étre plus elevée si la base
de données avait eté plus importante, ceci d’autant plus que le nombre d’hélices

présentant des cassures est faible dans ce jeu de donnees (Figure 31).

La distribution du plus grand angle de cassure de chaque hélice (Figure 32)
montre que le plus grand nombre se situe entre 20° et 30°, mais la distribution
est large et peut atteindre des valeurs plus élevées. Cet angle peut influencer le

calcul de I’axe de I’hélice donc celui des angles de tilt et de packing.
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Figure 31 — Distribution des hélices en fonction des cassures.
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Figure 32 — Distribution des angles de cassures. Seul le plus grand angle de

cassure de chaque hélice a été représente.
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4.2.6. Angle de tilt et hélices voisines

4.2.6.1. Heélices voisines

Une hélice est dite voisine d’une autre si elle remplit les critéres de contact
suivants : au moins trois résidus en contact et une distance minimale entre les
centres de 25 A). La distribution des hélices voisines (Figure 33) montre que les

hélices sont rarement isolées.

En effet, 12% des hélices n’ont qu’une seule hélice voisine alors que 30% des

hélices ont trois hélices voisines et 20% en ont quatre.

4.2.6.2. Corrélation entre angle de tilt et nombre

d’hélices voisines

On peut donc penser que le nombre d’hélices avoisinant une hélice pourrait
influencer son angle de tilt, ou que I’encombrement dans 1’espace avoisinant

I’hélice favorise un certain angle de tilt.

Néanmoins, la corrélation entre les deux parametres est de 0.16, ce qui ne
permet pas de conclure a une influence directe du nombre d’hélices voisines sur

I’angle de tilt.

En prenant seulement les hélices ayant trois hélices voisines et plus (Figure 33)

(avec un maximum a sept), la corrélation augmente a 0.24.

Il est possible que ce facteur ne soit pas a lui seul déterminant mais participe

avec d’autres parametres a I’inclinaison de I’hélice.

51



Résultats et discussion

Distribution du nombre d'hélices voisines
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Figure 33 — Distribution du nombre d’hélices voisines a chaque hélice.

4.3. Angle de packing
4.3.1. Distribution des angles de packing

Sur les criteres définis précédemment, 1’angle de packing est ’angle entre deux
axes d’hélices en contact. La distribution de 1’angle de packing dans le présent
travail (Figure 34) montre que I’intervalle préféré est compris entre [0,30°].
Dans I’article de référence (54), ’auteur montre également que ’angle préféré
de packing se situe dans I’intervalle de 0 a 30°, mais ce n’est pas la valeur
d’angle la plus observée dans 1’analyse effectuée sur 88 interactions entre
hélices (54). Les valeurs d’angles les plus observées ont été catégorisées en
classes (a, b et ¢) (Figure 35) (voir paragraphe suivant). Le fait que la base de
données soit plus grande a permis d’estamper le biais statistique qui favorise les
grands angles (54).
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Distribution des angles de packing
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Figure 34 — Histogramme de distribution des angles de packing. Il s’agit d’une

distribution binomiale ou les pics se situent a -45° et a +30°.

Néanmoins, une correction du biais statistique par une distribution au hasard
d’angles de packing ou les hélices ne sont soumises a aucune contraintes et sans
contacts entres elles (Figure 36) (55), a été effectuée selon la formule suivante
(Figure 37) :

Densité corrigée (Fig 37)
Densité observée (Fig 34)

~ Densité d'hélices qui ne sont pas en contact (Fig 36)
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Figure 35 — La distribution de 1’angle de packing dans les protéines solubles

(55).
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Figure 36 — Distribution des angles de packing d’hélice qui ne sont pas en

interaction (55). La distribution observee a été faite sur une base de données de

protéines globulaires et membranaires totalisant 12,605 angles de packing.

Les interactions incluses dans cette distribution (Figure 36) sont celles d’hélices

qui n’ont aucun résidu en contact et qui ont plus de 15 A de distance entre elles.

Cette distribution a permis de corriger la distribution observée des angles de
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packing observée entre hélices en interactions. La correction s’est faite en

divisant les densités de distribution.

Dans cette figure, les valeurs d’angles ayant une préférence supérieure a 1 sont
significativement préférées par les helices. L’intervalle de 0° a 30° ou classe ¢
(52), décrit par Chothia (classes a, b et ¢ respectivement -52°, +75°, +23°) (52)
et Walther (classes a, b et c respectivement -37°, +83°, +22°) (75), est
effectivement 1’intervalle d’angle de packing préféré par 1’interaction hélice-
hélice. Cette contrainte est absente dans les protéines solubles ou les angles de

packing varient largement (Figure 35) (55).

Ce constat vient du fait que les hélices transmembranaires sont soumises aux
forces présentes dans la membrane lipidiques decrites auparavant pour les
angles de tilt. De plus, la plus grande proximité entre les helices dans cet
environnement favorise une plus grande surface de contact, donc un petit angle.
De ce fait les grands angles de packing ne sont pas favorisés dans les protéines
membranaires. Ce constat a été démontré par plusieurs modeéles (76, 77) prenant
en compte plusieurs parametres intervenant dans le packing : le rayon de Van
der Walls et les volumes de contacts. Les raisons de cette préférence pour ces
valeurs d’angles ont été amputées au milieu hydrophobe de la membrane
lipidique, mais il a été démontré que la composition méme des hélices en est la
principale cause (78). Les petits résidus assurant un packing plus rapproché, sont
plus fréeqguemment observes dans les heélices transmembranaires que dans les
hélices des protéines solubles (78) ou des résidus plus grands sont plus
fréquemment observés dans I’interface de contact. Il en résulte une distribution
ou trois valeurs d’angles sont les plus observees (Figure 35), les classes a, b et ¢
correspondant respectivement aux valeurs d’angles -37°, +83° et +22°. Ceci
renforce la théorie de I’influence du milieu sur la préférence pour les angles de

packing.
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4.3.2. Angle de packing et hélices voisines de sequence
4.3.2.1. Propriétés des hélices voisines de séquence

L’analyse des interactions a montré¢ que 82.43% des hélices voisines en
séquence sont en interaction. Ceci confirme plusieurs modeles ou il est
communément admis que les hélices voisines en séguence sont

automatiquement en interaction (79).

La moyenne de la longueur de la boucle de connexion entre les 157 hélices
voisines de séquences (Figure 38 A) et en interaction est de 35.68 acides aminés
avec un minimum a deux et un maximum a 868. D’autre part, les 44 hélices
voisines (Figure 38 B), qui ne sont pas en interaction, ont une longueur de
boucle de connexion moyenne de 62.79 acides aminés, variant de trois a 465,
donc deux fois supérieure a la moyenne des hélices en interaction. Ce résultat
montre que ce parametre est une valeur prédictive pour déterminer si les hélices

voisines interagissent ou non.

Préférence des angles de packing

25

Préférence
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0.5
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Figure 37 — Préférence des angles de packing aprés correction du biais

statistique.
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Distribution de la longueur de la boucle de connexion
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Figure 38 — A — Distribution de la longueur de boucle de connexion des hélices
voisines qui sont en interaction. B — Distribution de la longueur de boucle de

connexion des hélices voisines qui ne sont pas en interaction.
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4.3.2.2. Corrélation entre angle de packing et hélices
voisines de séquence

Concernant I’influence de la promiscuité des hélices en interaction avec I’angle
de packing, aucune corrélation significative n’a pu été déterminée. Les hélices
voisines de séquences ont toutefois un angle de packing dans les classes a et ¢
(Figure 39 B). Les hélices non voisines de séquence préférent un angle de

packing moins grand, celui de la classe ¢ (Figure 39 A).

4.3.3. Autres parametres des heélices en interaction et leurs
angles de packing

4.3.3.1. Orientation des hélices en interaction

L’orientation antiparallele est favorisee dans les interactions avec 66% des
hélices qui présentent cet arrangement ; ceci vient en accord avec les résultats
trouvés dans d’autres €tudes. Les contraintes topologiques favoriseraient cette
orientation pour les hélices d’une méme sous-unité (79), d’autant plus que les

hélices voisines de séquence sont presque automatiquement en interaction.

Par conséquent, nous avons choisi d’étudier les interactions entre hélices de
sous-unités différentes afin de minimiser I’impact de ces contraintes. Ceci a mis
en evidence le fait que 65% des hélices de sous unités différentes en interaction
sont aussi antiparalléles. Il est donc clair que les contraintes topologiques
n’influencent pas a elles seules 1’orientation antiparallele des hélices en

interaction et que cette orientation stabiliserait mieux le packing.

La distance moyenne entre les hélices & orientation paralléle est de 5.68 A contre
5.41 A pour I’orientation antiparalléle, sachant que la moyenne pour toutes les

interactions est de 5.5A avec un écart-type de 1.2 A.
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Figure 39 — A — Distribution des angles de packing des hélices qui sont voisines

de séquence. B — Distribution des angles de packing des hélices qui ne sont pas

voisines de séquence.
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Le nombre de contacts est lui aussi augmenté pour ’orientation antiparallele
avec une moyenne de 52.83 contacts contre 43.54 contacts pour 1’orientation
parall¢le. Ceci démontre que 1’orientation antiparallele, avec une distance plus
faible et un plus grand nombre de contacts, est favorisée dans les interactions,
car elle est plus stable. Plusieurs hypothéses ont été formulées quant a la
préférence pour ’orientation antiparalléle (75, 80-82). Néanmoins, la différence
observée entre les orientations n’est pas décisive, surtout en comparant le
nombre de contacts maximum. En effet, il s’éléve a 148 pour les packings
paralléles contre 125 pour les packings antiparalleles. La distance minimum de
contact est de 3.73 A pour 1’orientation paralléle et de 3.78 A pour ’orientation
antiparallele. Ceci démontre que les hélices en orientation paralléle peuvent
aussi avoir un contact trés rapproché et peuvent également étre tres stables selon
certains modeles (83). Les Figures 40 et 41 montrent que la distribution des
angles de packing des deux types d’orientations se situent préférentiellement

dans les classes a et c.

Distribution de I'angle de packing
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Figure 40 — Distribution de 1’angle de packing des hélices en orientation

antiparalléle.
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Distribution de I'angle de packing
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Figure 41 — Distribution de 1’angle de packing des hélices en orientation

paralléle.

4.3.3.2. Corrélation entre angle de packing, le nombre
de contacts et la distance minimum entre les

hélices en interaction

Cette démarche vise a déterminer si le nombre de contacts et la distance
minimum entre les hélices exercent une influence sur 1’angle de packing entre

deux hélices en interaction.

Pour ce faire, seules les interactions entre hélices sans cassures sont prises en
compte. Le nombre de contacts est proportionnellement faible pour les petits
angles, augmente pour un certain intervalle d’angle (autour de +30° et -55°) et
diminue pour les trés grands angles. D’aprés la figure 42, il semblerait que les

contacts ne soient pas en corrélation directe avec I’angle de packing.
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Angle de packing et contacts entre hélices

Nombre de contacts
40 60 80 100 120
!

20
l

i 2 2 7 o 1 B L P O L L5 5 O 5
-85 -70 -55 -40 -25 -10 0O 10 20 30 40 50 60 70

Angle de packing (degrés)

Figure 42 — Distribution de 1’angle de packing en fonction du nombre de

contacts entre hélices.

Il était attendu qu’un plus grand nombre de contacts soit observé pour les petits

angles et diminue a mesure que ’angle devienne plus grand.

Concernant la distance minimum séparant deux hélices en interaction (Figure
43), on constate un phénomeéne semblable : une faible promiscuité pour les petits
angles autour de 0°, puis une augmentation pour une certaine plage d’angle en
particulier autour de 25° et de 50° pour diminuer encore pour les trés grands
angles. Cette distribution binomiale suit en effet celle de la distribution des

angles de packing (Figure 26) ou I’on remarque deux pics autour de -50° et 20°.
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Angle de packing et distance entre hélices
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Figure 43 — Représentation de la distance minimale entre deux heélices en
fonction de I’angle de packing. La distribution est inversée par rapport a celle
des contacts. Deux minima sont observés autour de +25° et -55°. La

corrélation entre les deux parametres est égale a 0.137.

Cette observation est en accord avec la théorie de Chothia sur les classes

d’angles les plus observés pour les packings (84).

Cette theorie généraliste a néanmoins été formulée sur les protéines solubles
dont les structures sont plus faciles a obtenir. Les plages d’angles autour de -50°
et +30° correspondent en effet aux classes a et ¢ de packing. Mais ces
contraintes physiques ne sont pas responsables a elles seules de la détermination
de I’angle de packing prefére par les hélices.
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Dans le point 4.3.1, la distribution des angles a été corrigée par une distribution
d’angles d’hélices qui ne sont pas en interaction, donc sans contacts, ce qui

suffit a corriger le biais statistique imposé par les contraintes d’orientations.

En résumé, le nombre de contacts et la distance minimum entre les hélices
dresse un profil similaire a la distribution des angles de packing, mais ne
constitue pas un facteur qui pourrait déterminer la préférence pour une certaine

valeur d’angle.

Il serait egalement intéressant de calculer le contact par des méthodes de
tessellation, qui offrent une perspective plus réaliste des contacts que les

méthodes basées sur le seuil (85, 86).

4.3.3.3. Les cassures dans les hélices en interaction
Il s’agit de déterminer I’influence que pourrait avoir les cassures dans [’une ou

I’autre des hélices en interaction sur 1’angle de packing (Figure 44).

En effet, la cassure modifie I’axe de 1’hélice et on trouve que le plus grand
nombre de cassure est situé dans les grands angles (65°) mais également les

petits angles autour de 0°.

Cette matrice démontre donc que la présence d’une cassure dans une hélice peut

influencer 1’angle de packing.
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Angle de packing et cassures

Total
|
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1ére hélice
|

Angle de packing (degrés)

Figure 44 — L’influence des cassures des hélices sur I’angle de packing.

Légende : spectre du blanc au rouge. Blanc : zéro cassure, Rouge : six cassures.

Le nombre de cassures totales a €té ¢galement calculé en fonction de I’angle de
packing.

La cassure peut orienter I’axe d’une hélice dans le sens d’un rapprochement
avec la seconde hélice (petit angle) ou au contraire dans le sens contraire, ce qui
résulte en un grand angle de packing.

Toutefois, aucune influence systématique des cassures sur les angles de packing
n’a pu étre déterminée. Plusieurs méthodes ont été proposées afin d’éviter cette
influence sur le calcul de 1’axe de I’hélice.

Il possible, en effet, de calculer les angles de packing locaux au foyer du contact

(entre les deux axes locaux en contact) (57, 58).
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4.3.3.4. Angle de packing et moment hydrophobe

Quelle est I’influence du caractere amphiphile des hélices en interaction sur
I’angle qu’elles forment entre elles ? Afin de répondre a cette question, le
moment hydrophobe d’Eisenberg de chaque hélice en interaction a eté
représenté en fonction de D’angle de packing (Figure 45). Le moment
hydrophobe des hélices dans la base de données se situe entre 0.4 et 1.36 avec

une hydrophobicité moyenne de 0.17.

On remarqgue que les hélices ayant un caractere amphiphile proche tendent a

former de petits angles surtout aux alentours de 0°.

Au contraire les hélices ayant un caractere amphiphile différent favorisent les
grands angles surtout +50°, +70°,-50°. Cette regle n’est pas générale car pour les
valeurs d’angles de -65° a -85°, les helices ont un moment hydrophobe
comparable. Il existe plusieurs raisons qui pourraient expliquer le fait qu’il n’y

ait pas de corrélation directe entre les deux parametres.

La premiére est que les hélices dans les segments transmembranaires sont a la
fois tres hydrophobes et qu’ils ont un caractére amphiphile peu prononcé, les
différences entre les moments hydrophobes sont donc faibles et ne peuvent jouer

un réle dans I’interaction entre hélice.

Ensuite, le moment hydrophobe est un vecteur orienté, il est possible que deux
hélices ayant un caractére amphiphile différent forment un petit angle, ceci

dépend de la configuration spatiale de I’interaction entre les hélices.

La différence entre le moment hydrophobe des couples d’hélices en interaction
(Figure 46) montre que dans l’intervalle d’angle de [-30°,55°], une faible
difference du moment hydrophobe tend a favoriser les petits angles et vice

Versa.
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Moment hydrophobe et hélices en interaction
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Figure 45 — Corrélation entre le moment hydrophobe d’Eisenberg des hélices en
interaction et I’angle de packing. Légende : spectre du blanc au rouge. Blanc :
0.4, Rouge : 1.36.

L’exception a la régle se situe essentiellement aux angles n’appartenant pas a cet
intervalle et qui ne démontrent aucune tendance. Il est possible que I’influence
du moment hydrophobe diminue au-dela d’une certaine distance entre les

hélices.

En effet, le nombre d’interactions aux extrémes est faible, comme peut I’attester
la distribution des angles de packing (Figure 34). Certains modeles ne conférent
pas a I’hélice transmemembranaire un tel degré de liberté et la contraignent a

former un angle de packing situé entre -70° et +70° (54).

D’une manicre plus générale, il semblerait qu’il n’existe pas de tendance
systématique ou de corrélation entre I’angle de packing et le caractere

amphiphile d’une hélice.
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Figure 46 — Différence du moment hydrophobe entre les couples d’hélices en
interaction en fonction de 1’angle de packing. Légende : spectre du blanc au
rouge. Blanc : 0.002, Rouge : 3.26.
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5. CONCLUSION

La résolution de la structure des protéines membranaires revét un aspect
important dans la conception des molécules a intérét thérapeutique puisque ces
protéines sont dans la plupart des cas, des cibles thérapeutiques. L’amélioration
des techniques biophysiques de résolution des structures a permis d’avoir un
nombre de plus en plus important des structures tridimensionnelles disponibles.
En realité, ce nombre reste faible par rapport aux protéines solubles, a cause des
difficultés techniques liées a la topologie complexe de ces protéines. Le
séquencage a haut-débit a permis d’avoir un grand nombre de séquences
proteiques disponibles. La modélisation in silico parait donc une alternative aux
méthodes classiques de résolution de la structure. Pour ce faire, Il faut
déterminer quels paramétres permettent d’inférer la structure des protéines a
partir de la séquence protéique. Le présent travail s’est intéressé en particulier
aux hélices o transmembranaires et aux angles qu’elles forment entre elles
(packing) et avec le plan de la protéine (tilt). Une base de données de protéines
membranaires non redondantes a été utilisée pour I’analyse statistique en
incluant plusieurs paramétres tels que la longueur de [I’hélice et son
hydrophobicité. L’avantage que présente les protéines membranaires sur les
protéines globulaires est qu’elles sont présentes dans un environnement
lipidique qui impose des contraintes stériques aux hélices, ce qui réduit 1’espace
possible des parameétres (87). Ces paramétres sont donc orientés vers certaines
plages de valeurs qui assurent une stabilité énergétique et stérique au sein de la
membrane. Ce travail s’inscrit, comme d’autres, dans 1’effort d’orienter le
processus de modélisation des protéines membranaires, en fournissant entre
autres un outil d’analyse de structures protéiques et a permis de mettre en
evidence plusieurs contraintes telles que la relation entre la longueur de I’hélice
et 1’angle de tilt ainsi que la prédiction de I’interaction de deux hélices en

fonction de la longueur de leur boucle de connexion.
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ANNEXES

Annexe 1 — Code de I’outil HeliStatistiX

Le code python de I’outil HeliStatistiX est disponible en ligne sur le lien
suivant :

https://github.com/marouenbg/HeliStatisti X

Ainsi que tous les fichiers .pdb et le fichier config analysés dans le présent
travail.

LYS

Annexe 2 — Calcul du moment hydrophobe d’Eisenberg.

Cette representation graphique montre la contribution de chaque résidu a la
formation du moment hydrophobe de 1’hélice (62).
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Test de normalité de la distribution de I'nydrophobicité moyenne
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Annexe 3 - Test de normalité de la distribution de I’hydrophobicité moyenne.

Le schéma montre les valeurs observées de 1’hydrophobicit¢é moyenne en
fonction des valeurs théoriques normalement distribués. Cette distribution n’est
pas normale (test de Shapiro : W = 0.96, p = 0.00003<0.05).

Test de normalité de la distribution du moment hydrophobe
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Annexe 4 — Test de normalité de la distribution du moment hydrophobe.

Le schéma montre les valeurs observées du moment hydrophobe en fonction des
valeurs théoriques normalement distribués.
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Variation du moment hydrophobe en fonction de I'angle de tilt
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Annexe 5 — Variation du moment hydrophobe en fonction de 1’angle de tilt.

(r =-0.15, p = 0.682)
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Annexe 6 — Variation de I’hydrophobicité moyenne en fonction de 1’angle de

tilt. (r=0.0271, p = 0.019)
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9 residues (~15A)
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Annexe 7 — Fréquence des acides aminés selon la position dans I’hélice des

protéines solubles. Figure extraite d’une étude des protéines solubles (56).
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Angle de cassure et angle de tilt
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Annexe 8 — Angle de cassure en fonction de I’angle de tilt. (p = 0.062, r = 0.34)
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Annexe 9 - Fréguence des acides aminés au premier tour et au dernier tour

d’hélice en fonction de I’angle de tilt.
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