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Résumeé

Les pannexines (Panx) sont des protéines membranaires a traversées multiples qui font
partie d’une famille multigénique de trois membres chez I’homme (hPanx1, hPanx2, hPanx3).
Elles sont capables de former des hémicanaux qui transportent les ions et les molécules telles que
I’ATP dans le milieu extracellulaire et interviennent dans plusieurs phénomeénes physiologiques
tels que I’apoptose, qui est la mort programmeée de la cellule et au cours de laquelle une famille de
protéase a cystéine appelées caspases (Cas) intervient et clive des régions cruciales a I’activité des

pannexines afin d’accentuer le phénomene d’apoptose.

Dans ce travail, nous avons fait une analyse structurale et fonctionnelle des pannexines
humaines a I’aide d’outils informatique. A cet égard, nous avons utilisés les séquences des
pannexines humaines (hPanx) afin de prédire et caractériser les différents domaines des trois

isoformes (hPanx1, hPanx2, hPanx3) et les sites de clivage par les caspases.

L’¢tude de la topologie a été réalisée a I’aide d’un programme appelé ProtScale qui a
montré que les pannexines humaines sont des protéines membranaires a quatre domaines
transmembranaires : deux boucles extracellulaires, une boucle intracellulaire et les domaines N-

et C-terminaux qui se trouvent du cété cytosolique.

La prédiction des sites de clivage au moyen des deux programmes Procleave et CasCleave
a révéle la présence de plusieurs sites ciblés par les différentes caspases executrices (Cas-3, Cas-
6, Cas-7) au niveau de certains résidus d’acide aspartique (D379, D167 et D81 pour la hPanx1,
D266, D415 et D639 pour la hPanx2 et D81, D94 pour la hPanx3) et la présence de plusieurs
motifs de reconnaissance qui sont DXXD et XXXD. Ces sites de clivage se trouvent généralement
dans la longue queue C-terminale caractéristique de la hPanx1 et la hPanx2 alors que pour la

hPanx3, les sites de clivage se trouvent au sein de la boucle extracellulaire.

Mots clés : pannexines humaines, caspases, prédiction des sites de clivage, topologie

membranaire



Abstract

Pannexins (Panx) are membrane proteins with multiple transmembrane passages, they are
part of a multigene family of three members in humans (hPanx1, hPanx2, hPanx3). They are
capable of forming hemichannels that transport ions and molecules such as ATP in the
extracellular environment and are involved in numerous physiological processes such as apoptosis,
the programmed death of the cell, during which a family of cysteine proteases called caspases
(Cas) intervenes and cleaves regions crucial to the pannexin activity to accentuate the phenomenon

of apoptosis.

In this work, we made a structural and a functional analysis of human pannexins using in
silico tools. In this regard, we used the sequences of human pannexins (hPanx) in order to predict
and characterize the different domains of the three isoforms (hPanx1, hPanx2, hPanx3) and the

caspase cleavage sites.

The study of the topology was done through the use of a program called ProtScale which
showed that the human pannexins are membrane proteins with four transmembrane domains, two
extracellular loops, an intracellular loop and the N- and C-termini domains which are found in the

cytosolic side.

The prediction of cleavage sites by the means of two software programs, Procleave and
CasCleave, revealed the presence of numerous sites targeted by different executioner caspases
(Cas-3, -6 and -7) at the level of certain aspartic acid residues (D379, D167 and D81 for hPanx1,
D266, D415 and D639 for hPanx2 and D81, D94 for hPanx3) and the presence of several
recognition motifs which are DXXD and XXXD. These cleavage sites are generally found in the
characteristically long C-terminal domain for hPanx1 and hPanx2, while the cleavage sites for the

hPanx3 are found on within the extracellular loop.

Keywords: human pannexins, caspase, cleavage site prediction, membrane topology
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Introduction



Initialement, la recherche sur les protéines des jonctions communicantes a permis de les
classer en deux familles principales : les connexines (Cx) et les innexines (Inx). Cependant, une
recherche relativement récente a permis I’identification d’une troisiéme famille appelée
pannexines (Panx), un nom proposé par Panchin et son équipe a partir du fait que leur répartition
dans le régne animal est importante (Panchin et al., 2000).

Cette famille joue un role tres important dans plusieurs phénomenes physiologiques grace
a leur capacité a former des canaux non jonctionnels ou hémicanaux qui permettent le passage des
ions et de petites molécules contrairement aux canaux jonctionnels formés par les connexines et
les innexines (lglesias et al., 2009). Ces phénomeénes comportent la régulation de la pression
artérielle, 1’inflammation, le bon fonctionnement cellulaire, le transport membranaire, la
communication cellulaire et la mort programmee de la cellule (Chekeni et al., 2010 ; Billaud et
al., 2011). Les pannexines subissent différentes formes de régulation qui peut étre mecanique, par
le Calcium (Ca?"), par le Potassium (K*) et notamment par la protéolyse par les caspases qui sont

impliquées dans les deux phénomeénes d’inflammation et d’apoptose.

Les caspases sont parmi les protéases les plus spécifiques. En dépendant des residus de
Cystéine au niveau du site actif et uniquement au niveau de certains résidus d’acide aspartique, les
caspases hydrolysent les liaisons peptidiques inactivant par la suite et dans le cas géneral le

substrat.

L’étude in silico de ces protéines membranaires présente une opportunité tres intéressante
vu la rareté des travaux de littérature sur la structure tridimensionnelle des pannexines. Les outils
trés accessibles et disponibles a partir des sites web spécialisés, nous ont particulierement
intéresses pour realiser ce travail qui consiste a effectuer des prédictions de la topologie et les sites
de clivage par les caspases a partir des séquences peptidiques des pannexines humaines dans la
perspective d’utiliser les résultats obtenus au cours de cette recherche dans des expériences
ultérieures afin de développer différentes approches pour mieux comprendre le fonctionnement

des pannexines.

Notre premier but dans ce travail est la prédiction de la topologie des pannexines humaines.
La prédiction des domaines transmembranaires en utilisant un programme pertinent qui est
ProtScale (Gasteiger et al., 2005). Le deuxiéme objectif concerne la prédiction des sites de clivage

par les caspases des trois isoformes des pannexines en utilisant deux programmes qui sont le
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programme Procleave qui est trés récent (Li et al., 2020) et le programme CasCleave qui est

specifique au caspases (Wang et al., 2014).

Ce mémoire commence par une introduction générale, exposant ainsi la problématique du sujet,

suivie de deux parties :
La premiére partie est une syntheése bibliographique qui comporte deux chapitres :

Le chapitre | présente des généralités sur les caspases et comporte quelques informations
concernant leur structure ainsi que leur role dans les processus d’inflammation et

d’apoptose.

Le Chapitre Il présente la famille des pannexines. Nous y abordons le sujet de la découverte

des pannexines, leur structure, leur expression ainsi que leur régulation.
La deuxieme partie est la phase expérimentale et comporte deux chapitres :
Le Chapitre 111 explique les méthodes et outils utilisés dans ce travail.

Le Chapitre IV présente les résultats obtenus par les différentes méthodes employees lors

de ce travail et leur interprétation.

Enfin, ce mémoire se termine par une conclusion.



Partie 1 :
Synthése bibliographique



Chapitre I :
Geéncéralites sur les caspases



1 Structure et fonction des caspases
Les caspases constituent une famille de proteases a cystéine (cysteine-aspartic proteases)

qui joue un role important dans les phénoménes de I’inflammation ainsi que de la mort

programmeée de la cellule (Hardwick, 2002).

Les caspases sont composées de trois domaines structuraux : un prodomaine N-terminale
(Pro), un grand domaine (Large/Lg) et un autre petit domaine (Small/Sm). La majorité des caspases
ont un prodomaine assez long, notamment les caspases-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10 et les caspases-12
a I’exception des caspases-7, -3 et -6 qui ont un prodomaine court (Figure 1.1A) (Hardwick,
2002).

A Large B site actif

Caspase 9 AT

i ||

| | |
Pro Large q'kn l"}ml f—]

Caspase 3 —:’
x*- \_,a_,f
bSlte actif

Figure 1.1 : Structure des caspases (Hardwick, 2002).

A : représentation des trois domaines des caspases ; Pro pour Prodomaine, Large pour le grand domaine et
Small pour le petit domaine.
B : La position des deux sites de fixation des caspases ; Lg représente le grand domaine et Sm le petit domaine

Les caspases sont des enzymes qui sont synthétisées sous forme de proenzymes inactifs
qui nécessitent usuellement un clivage ou une dimérisation pour leur activation. La majorité des
caspases possedent différents domaines d’interaction protéine-proteine qui facilitent la formation
de complexes protéiques comme le domaine CARD (domaine de recrutement de caspase) chez les
caspases-1, -2, -4, -5 et -9 et le domaine DED (domaine de la mort ou death effector domain) chez

les caspases-8 et -10 (Taylor et al., 2008).

Ces protéases a cystéine possedent un site actif qui contient de la cystéine envoisinée d’une
histidine et un troisieme résidu qui est différent pour chaque type de caspase et deux sites de
fixation dans deux extrémités opposées (Figure 1.1B). Impliquées dans le phénoméne d’apoptose,
qui est la mort programmeée de la cellule, les caspases démontent les composants intracellulaires

tout en évitant de causer des dégats aux cellules voisines (Teng et al., 2015).



Il existe deux types de caspases : les caspases initiatrices et les caspases exécutrices, qui
sont dépendantes les unes des autres. Les initiatrices activent les exécutrices et ces dernieres vont
réaliser la protéolyse de protéines intracellulaires et jouent le role d’activateur pour d’autres
caspases exécutrices ce qui conduit a une boucle de rétroaction d’activation de caspases (Mcllwain
etal., 2013).

Il existe aussi deux principales voies de 1’apoptose : la voie intrinséque, appelée aussi la
voie mitochondriale, et la voie extrinseque. La voie extrinseque dépend d’un signal venant de
I’extérieur de la cellule sous forme de ligand qui se lie a un récepteur de surface. L’interaction
ligand-récepteur entraine la fixation des protéines adaptatrices (FADD) qui recrute a leur tour les
caspases-8 ou -10 afin de les activer sous forme de dimeres. Ces derniers vont donc initier la mort

programmeée de la cellule en passant par le clivage et ’activation des caspases exécutrices.

La voie intrinséque est généralement activée a cause du stress cellulaire qui provoque la
perturbation de la mitochondrie et par conséquent la libération du cytochrome c dans le cytoplasme
qui a son tour va se lier au facteur proteique appelé Apafl (facteur d’activation des protéases de
I’apoptose 1). Le complexe cytochrome c-Apaf-1 s’agrége et forme un apoptosome formé de sept
monomeres. L’apoptosome ainsi formé va donc recruter et activer des procaspases-9 a travers leur
domaine CARD. Etant activés, les caspases-9 vont cliver et activer les caspases effectrices comme
les caspases-3 et -7 ce qui active ainsi la cascade de protéolyse conduisant a 1’apoptose. (Alberts
etal., 2017).



Chapitre I1 :
Famille des pannexines



1 Introduction
Lors de I’analyse des innexines, qui sont des protéines capables de former des jonctions
communicantes chez les invertébrés, 1’équipe de Panchin et al. découvre des protéines qui ont une

homologie curieusement similaire aux innexines et qu’ils ont appelées pannexines®.

Les pannexines constituent une famille structuralement et fonctionnellement analogue aux
deux autres principales familles de protéines capables de former des jonctions communicantes qui
sont les connexines (chez les vertébrés) et les innexines (chez les invertébrés) malgré des
différences importantes au niveau des séquences. Appartenant a la superfamille des tetraspans,
ces trois familles de protéines membranaires partagent la méme topologie grace a la présence de
quatre domaines transmembranaires. L’oligomérisation des pannexines forme des canaux appelés
pannexons (Sosinsky et al. 2011) suivant 1’appellation des canaux formés par les connexines et
les innexines, connexons et innexons respectivement (Bruzzone et al., 2003). Contrairement au
connexon qui désigne un hémicanal et dont I’amarrage de deux hémicanaux forme un canal entre
deux cellules voisines, le terme pannexon indique un canal @ membrane unique capable de faire
passer les ions et les molécules de petite taille comme par exemple ’ATP ou I’'UTP qui sont

exportés au milieu extracellulaire (Narahari et al., 2021 ; Navis et al., 2020).

2 Expression et localisation des pannexines humaines dans différents tissus

Dans le génome humain, les pannexines constituent une famille importante de protéines
membranaires comportant trois isoformes : les pannexine-1 (hPanx1 ; h pour human), pannexine-
2 (hPanx2) et pannexine-3 (hPanx3) (Penuela et al. 2013).

Le gene qui code pour la hPanx1 se trouve au niveau du chromosome 11. Cette protéine
qui se compose de 422 résidus d’acides aminés ayant une taille d’environ 47 kDa, se trouve d’une
maniere ubiquitaire dans les différents tissus humains tels que le cerveau, le cceur, le muscle
squelettique, la peau, le foie, les poumons et plus spécialement dans le systéme nerveux central ou
la hPanx1 a été détectée au niveau du cervelet, du cortex, de la rétine, de I’amygdale, des neurones

et des cellules gliales (Baranova et al., 2004).

! Pannexine du Latin : pan = tout, partout et nexus = connexion, liaison, lien.



La hPanx2 qui est codée par un gene qui se situe sur le chromosome 22 contient 633 résidus
d’acides aminés et posséde une taille d’environ 69 kDa. La distribution est assez limitée par rapport

a celle de la hPanx1 et qui se limite au systeme nerveux (Bruzzone et al. 2003).

Similairement a la hPanx1, la hPanx3 est codée par un gene localisé au niveau du
chromosome 11. Composée de 392 résidus d’acides aminés avec une masse moléculaire d’environ
44 kDa, cette pannexine a été détectée au niveau de 1’hippocampe ainsi qu’au niveau des tissus

épithéliaux et osseux (Baranova et al., 2004).

La comparaison entre la hPanx1 et hPanx3 a montré une homologie d’environ 30% de
séquence ainsi que des poids moléculaires assez proches (47 kDa pour hPanx1 et 44 kDa pour
hPanx3). Par contre la hPanx2 présente un poids moléculaire nettement supérieur a ceux de la

hPanx1 et hPanx3 (69kDa), ceci s’explique par la longueur apparente du domaine C-terminal.

3 Structure des pannexines

Plusieurs études ont été entreprises a la recherche de la structure et la topologie des
pannexines, plus précisément in silico a I’aide d’outils d’informatiques qui permettent la prédiction
de la structure des protéines membranaires de quatre domaines hydrophobes et représentant les
domaines transmembranaires (Claros et Heijne, 1994 ; Douradou et al., 2004 ; Spagnol et al.,
2004 ; Penuela et al., 2009) et in vitro par différents essais biochimiques tels que la mutagénese
des cystéines, I’immunomarquage et la cryo-microscopie électronique qui ont permis de compléter
les résultats des travaux in silico en proposant un modele topologique (Wang & Dahl, 2010 ;
Penuela et al., 2009 ; Michalski et al., 2020).

Le modéle topologique acquis montre que les pannexines sont trés similaires aux
connexines et innexines. Ces travaux ont montré la présence de quatre domaines
transmembranaires (M), deux boucles extracellulaires (EL), une boucle intracellulaire (IL) et des
extrémités N- et C-terminales cytosoliques. Les trois isoformes des pannexines varient surtout par
la longueur du domaine C-terminal, alors qu’ils se distinguent des innexines et des connexines par
leurs séquences et le nombre de résidus cystéine au niveau des boucles extracellulaires (Baranova
et al., 2004 ; Scemes et al., 2007).
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Figure 2.1 : Structure des hémicanaux de connexines, innexines et pannexines

Les pannexines sont des sous-unités dont 1’oligomérisation forme un canal. Les Panx1 sont
capables de former des hexameéres (Ambrosi et al., 2010 ; Chiu et al., 2014) tandis que les Panx2
ont tendance a former des octameres (Ambraosi et al., 2010). Dans le cas des Panx3, de nombreux
travaux supposent que le nombre de sous-unités nécessaires afin de former un canal est similaire
a celui des Panx1 (Sosinsky et al., 2011 ; Ishikawa et al., 2017).

4 Fonction et regulation des canaux de pannexines
Parmi les trois isoformes, 1’étude de la Panx1 qui est la plus ubiquitaire a permis de
comprendre les mécanismes impliqués dans le fonctionnement des pannexines ainsi que leur

régulation.

De nombreux travaux indiquent que les pannexines jouent un réle trés important dans la
communication cellulaire et le transport des ions et des petites molécules. La présence de charges
positives qui tapissent les ouvertures extra- et intracellulaire du canal permet d’avoir une grande

aptitude a transporter les molécules anioniques telles que I’ATP (Ruan et al. 2020.).

Les pannexines sont impliquées dans la propagation des vagues de calcium par le biais de
la libération d’ATP a I’extérieur de la cellule qui va ensuite activer les récepteurs purinergiques

ionotropique (P2X) et métabotropique (P2Y) (Penuela et al., 2013 : Alves et al., 2018).

Le passage de ’ATP a I’extérieur de la cellule a travers les canaux de pannexines fait
I’objet de plusieurs études a cause de son implication dans des différents phénomenes

physiologiques tels que la régulation artérielle, la vasoconstriction, la vasodilatation (Billaud et
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al., 2011), la réponse immunitaire et la propagation de la réponse inflammatoire (Pellegrin et
Surprenant, 2006). Cette libération importante d’ATP trouve aussi un réle pertinent dans la mort

programmeée de la cellule (Chekeni et al., 2010).

En effet, ’ATP joue le role d’un signal appelé « find-me signal » permettant d’attirer les
macrophages vers les cellules apoptotiques. L’augmentation de 1’expression et de la stimulation
des pannexines est en corrélation directe avec I’efflux d’ATP ce qui met en évidence I’implication

des pannexines dans le phénomeéne d’apoptose (Sandilos et al., 2012).

Dans le cadre de la régulation du canal formé par les pannexines, plusieurs travaux
démontrent le réle prédominant du domaine C-terminal dans I’activité de la Panx1 selon un
mécanisme de « la balle et de la chaine » (ball-and-chain model) ou il agit comme un bouchon.
Les caspases interviennent et agissent en clivant le domaine C-terminal, ce clivage permet
I’ouverture définitive et irréversible du canal permettant ainsi le passage de I’ATP et d’autres

molécules de fagon continue (Navis et al. 2020).
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Chapitre I1I :
Materiel & Meéthodes



1 Choix des pannexines.

Dans ce travail, nous avons opté pour I’étude des pannexines humaines (hPanx1, hPanx2
et hPanx3) qui sont des protéines membranaires capables de former des hémicanaux constituant
des pores au niveau de la membrane plasmique et/ou du réticulum endoplasmique en utilisant

différents outils de bio-informatique.

La premiere étape de cette étude était d’analyser la topologie des trois pannexines humaines
a I’aide du programme ProtScale (Gasteriger et al. 2005). La deuxiéme étape était la prédiction
des sites du clivage par deux programmes qui sont Procleave (L. et al., 2020) et CasCleave (Wang
et al., 2014).

Les sequences des pannexines humains nécessaires a ces programmes ont été extraites a
partir de la base de données NCBI qui désigne National Center for Biotechnology Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) et qui contient des séquences protéiques manuellement révisées et

corrigées par les scientifiques (Figure 3.1). Ces séquences recherchées se caractérisent par

I’organisme et par un numéro d’accession spécifique.

£ NCBI  Resources ¥ How To @) Sign in to NCBI
Protein S
Advanced Help
GenPept~ Sendto: ~ .
Change region shown =

pannexin 1 [Homo sapiens]

Customize view =
GenBank: AAKS1713.1
Identical Proteins FASTA  Graphics
s = Analyze this sequence —
0 to: [+
= Run BLAST
Locus ALKZ1T1E 422 am linsar PRI 1@-JUN-2816 Idemif\,- Conserved Domains
DEFINITION pannexin 1 [Homo sapiens].
ACCESSION — AAKZ1713 Highlight Sequence Features
VERSICN AAKS1713.1
DBSOURCE  accession AHO18933.2 Find in this Sequence
KEYVORDS
SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFEREMNCE 1 ({residues 1 to 422)
AUTHORS Baranova,&., Ivanow,D., Petrash,N., Pestova,A., Skoblow,M.,
Kelmanson,I., Shagin,D., Mazarenko,5., Geraymovych,E., Litvin,0.,

-

Protein 3D Structure

Cryo-EM structure of human
Pannexin 1 channel N255A

Tiunova,A., Born,T.L., Usman,N., Staroverov,D., Lukyanov,5. and Method EGCHCH
Panchin,Y. Microscopy

TITLE The mammalisn pannexin family is homologous to the invertebrate Resolution: 2.83 A
innexin gap junction proteins

JOURMNAL Genomics 83 (4), 706-716 [2084) See all 14 structures.

PUBMED 15028292
REFEREMNCE 2 ({residues 1 to 422)
AUTHORS Ivanov,D. and Baranova,A.

TITLE Direct Submission Articles about the PANX1 gene —

JOURNAL  Submitted (14-JUL-2881) Genome Analysis Laboratory, Vavilov [Regulatory effect of the pannexini channel on
Institute of Genersl Genetics, Gubkina 3, Moscow, Russia invasion and migrz [Zhonghua Nan Ke Xue. 2020]
COMMENT Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers Single-cell dynamics of pannexin-1-facilitated

Figure 3.1 : Requéte pour la base de données NCBI.
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Afin d’analyser les séquences des pannexines par ces outils de bio-informatique, les
séquences sont extraites selon un format particulier nomme « fasta » pour fast-all (qui signifie
I’utilisation de tous les alphabets) ou fast alignement. Ce format permet de représenter les

séquences protéiques en utilisant le code a une lettre.

FASTA «

RecName: Full=Pannexin-1

UniProtkB/Swiss-Prot: Q96RDT7T.4
GenPept Identical Proteins  Graphics

»5p |Q96RDT7 .4 | PANXL HUMAN RecMame: Full=Pannexin-1
MATAQLATEYVFSDFLLKEPTEPKFKGLRLELAVDEMVTCIAVGLPLLLISLAFAQEISIGTQISCFSPS
SFSHRQAAFVDSY CWAAVOQOKNS LQSESGNLPLWLHKFFPYILLLFAILLYLPPLFIWRFAAAPHICSDLE
FIMEELDKVYNRAIKAAKSARDLDMROGACSYPAOVTENLGQS LWEVSESHFEYPIVEQY LK TEENSNHNLI
IKYISCRLLTLIIILLACTIYLGYYFSLSSLSDEFVCSIKSGILRNDSTVPDQFQCKLIAVGIFQLLSYIN
LWVWYVLLAPVVY TLFVPFROQKTOVLKVYEILPTFDVLHFKS EGYNDLS LYNLFLEENISEVESYRCLKY
LENIKSSGQGIDPMLLLTHLGMIKMIVYDGKTPMSAEMREEQGNQTAELQGHMNIDS ETKANNGEKNARQR
LLDSSC

Figure 3.2 : La sequence de la pannexine 1 humaine (hPanx1) selon le format
« fasta ».

Tableau 3.1 : Nomenclature des pannexines humaines selon NCBI.

Pannexine Nom des pannexines | Numéro Protéines (Acide
selon NCBI d’accession Aming)

hPanx2 RecName: Q6IMP4
Full=Pannexin-2

2 Etude de la topologie des pannexines humaines
Lors de I’étude des protéines membranaire, il est impératif d’effectuer une analyse de la

topologie membranaire. Plusieurs outils capables d’effectuer la prédiction de la topologie existent
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tels que AG Predictor (Hessa et al., 2007), TOPCONS (Bernsel et al., 2009) et ProtScale
(Gasteriger et al. 2005) que nous avons utilisé pour prédire et caractériser les domaines

transmembranaires des pannexines humaines.

2.1  Hydropathie et ProtScale
Cette analyse dépend de I’utilisation du programme ProtScale (Gasteriger et al. 2005) a
travers le portail de ressources bio-informatiques Expasy mis a disposition par I’institut suisse de

bio-informatique (https://web.expasy.org/protscale/) (Figure 3.3). ProtScale permet de calculer des

indices d’hydropathie des pannexines et de les représenter sous forme d’un profil. Plusieurs
échelles d’acides aminés sont disponibles pour ces calculs. Le programme attribue ainsi une valeur
d’hydrophobie a chaque acide aminé. Selon une fenétre qui a une taille de 19 résidus d’acides
aminé, le programme analyse la séquence et pour chaque position, la valeur moyenne
d’hydropathie des acides aminé dans cette fenétre est calculée et puis attribuée au résidu qui se
trouve au centre de la fenétre. L’échelle la plus courante et la plus utilisé dans cette étude est celle
de Kyte et Doolittle (1982) (Tableau 3.2).

E)(paSY‘J ProtScale Home | Contact

ProtScale

ProtScale [Reference / Documentation] allows you to compute and represent the profile produced by any amino acid scale on a sselected protein

An amino acid scale is defined by a numerical value assigned to each type of amino acid. The most frequently used scales are the hydrophebicity or hydrophilicity scales and the
secondary structure conformational parameters scales, but many other scales exist which are based on different chemical and physical properties of the amino acids. This program
provides 57 predefined scales entered from the literature.

Enter a UniProtKB/Swiss-Prot or UniProtKB/TrEMBL accession number (AC) (e.g. P05130) or a sequence identifier (ID) (e.g. KPC1_DROME)

Or you can paste your own sequence in the box below:

)

Please choose an amino acid scale from the following list. To display information about a scale (author, reference, amino acid scale values) you can click on its name.

O Molecular weight O number of codon(s)
O Bulkiness O polarity / zimmerman
O Ppolarity / Grantham O Refractivity

D Recognition factors D Hphob. / Eisenberg st al.
L Hphob. OMH / Sweet et al. L Hphob. / Hopp & Woods

® Hphob. / Kyte & Doolittle O Hphob. / Manavalan et al.

Figure 3.3 : Interface du programme ProtScale.
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Tableau 3.2 : Valeurs de [’échelle des acides aminés selon Kyte et Doolittle

Acides Aminés
Ala (A) : +1.800 Leu (L) : +3.800
Arg (R) : -4.500 Lys (K) : -3.900
Asn (N) : -3.500 Met (M) : +1.900
Asp (D) : -3.500 Phe (F) : +2.800
Cys (C) : +2.500 Pro (P) : -1.600
GIn (Q) : -3.500 Ser (S) : -0.800
Glu (E) : -3.500 Thr (T) : -0.700
Gly (G) : -0.400 Trp (W) : -0.900
His (H) : -3.200 Tyr (Y) : -1.300
lle (1) : +4.500 Val (V) : +4.200

Ensuite, le programme réalise un profil sous forme de représentation graphique
bidimensionnelle nommé profil d’hydropathie a partir des indices calculés selon la position des
acides aminés. Les valeurs négatives représentent les acides aminés a caractére hydrophile alors
que les valeurs positives indiquent les acides aminés a caractére hydrophobe. Le profil

d’hydropathie a éte réalise pour les trois isoformes des pannexines humaines.

3 Prédiction des sites de clivage

De nombreux outils en bio-informatique ont été développés afin de prédire les sites de
clivage par les protéases. Nous pouvons citer PeptideCutter (Gasteiger et al., 2005), qui utilise un
ensemble de données expérimentales afin de prédire les sites de clivage, PEPS (prediction of
endopeptidase substrates) (Lohmdller et al., 2003) qui implique 1’utilisation d’une matrice de
score des sites de clivage par les endopeptidases (CSSM), Procleave (L. et al., 2020) et CasCleave

(Wang et al., 2014) que nous allons utiliser dans ce travail.

3.1 Procleave
Procleave est un outil de prédiction tres récent des sites de clivage d’un substrat spécifique par une
ou plusieurs protéases a la fois a partir de séquences d’acides aminés

(http://procleave.erc.monash.edu/) (Figure 3.4). Procleave utilise les données récentes de
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MEROPS, qui est une base de données spécifiques aux peptidases, et la séquence spécifique du
substrat afin d’obtenir des prédictions selon un modéle de sites de clivages sous forme de P4-P4’
(Li et al., 2020).

Procleave

[
a conditional random field approach that combines sequence and structufal informatian

significantly improves the prediction of protease substrate cleavage sites

INTRODUCTION PROCLEAVE SMOOTH GALLERY

Procleave_sequence webserver

nput the substrate sequence (example)

Figure 3.4 : Interface utilisateur de I'outil Procleave.

3.2  CasCleave

CasCleave 1.0 est un outil de préediction des sites de clivage de substrat spécifiquement par les
caspases introduit dans sa version initiale par Song et equipe en 2010, Ces enzymes clivent les
substrats a des sites contenant des résidus d’acide aspartique (D) qui se trouvent, selon le modéle
predictif de CasCleave, en position P1. Cependant, les résidus qui occupent les positions P1’ et P»-

P4’ controlent, selon leur nature (Hydrophobe, hydrophile) I’efficacité du clivage.

CasCleave 2.0 est un programme en ligne fourni par Melbourne Web Design. Il présente une
nouvelle approche qui permet la prédiction des sites de clivage de substrat des caspases et des
granzymes. Les sites de clivage potentiels sont déduits sur la base du score de probabilité obtenu
pour chaque résidu de la séquence en question, en prenant compte des caractéristiques
fonctionnelles de la séquence protéique, les propriétés des acides aminés ainsi que la structure qui

entoure les sites de clivage et les sites non concernés par le clivage (Wang et al., 2014).
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Cascleave

Computational identification of caspase substrate cleavage sites

Cascleave webserver

nput the sequence (example)

Figure 3.5 : Interface utilisateur de CasCleave.
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Chapitre IV :
Résultats & Discussion



1 Analyse de la topologie des pannexines par ProtScale

ProtScale est un programme pertinent qui permet I’identification et la caractérisation des
domaines hydrophobes en procurant un profil d’hydropathie qui est un diagramme ou la position
des acides aminés des séquences se trouve en abscisse et I’indice d’hydropathie se situe en

ordonnée.

Le profil d’hydropathie de la hPanx1 nous indique la présence de quatre domaines
hydrophobes correspondant aux seéquences : 37-55; 108-126 ; 214-232; 275-294 ainsi que la
présence de six segments hydrophiles : 1-36 ; 56-107 ; 127-213 ; 233-274 ; 295-361 ; 378-426. Il
existe aussi un cinquiéme domaine hydrophobe qui ne semble pas traverser la membrane mais

implique une interaction avec elle en : 362-377 (Figure 4.1 A).

Ces résultats nous ont permis de représenter les domaines hydrophobes de la hPanx1 en
utilisant la derniere version du logiciel DOG 2.0 (Ren et al., 2009) qui permet de les visualiser
dans une structure en domaine (Figure 4.1 B).

ProtScale output for user_sequence

Doolittle

Score
o

50 100 150 200 250 300 350 400
Position

1 37 55 108 126 214 232 275 294 362377 426

Figure 4.1 : Profil d’hydropathie de la pannexine 1 humaine (hPanx1).

A : Profil d’hydropathie des différents domaines en suivant 1’échelle de Kyte & Doolittle.
B : Représentation de la structure en domaine des différents régions hydrophobes et hydrophiles de la hPanx1.
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L’analyse du profil d’hydropathie des hPanx2 montre aussi I’existence de quatre domaines
hydrophobes : 53-71 ; 123-141 ; 232-250 ; 289-308. 1l montre aussi, contrairement aux hPanx1, la
présence de cing régions hydrophiles : 1-52 ; 71-123; 141-232; 250-289 et 308-677 qui sont
présentés dans la figure 4.2 A. La représentation de ces différents domaines a été faite grace a
I’utilisation du logiciel de visualisation DOG 2.0 (Figure 4.2 B).

ProtScale output for PANX2 _HUMAN

" Hphob. / Kyte & Doolittle

Score
(@]

0 100 200 300 400 500 600
Position

1 5371 123141 232250 289308 677

Figure 4.2 : Profil d’hydropathie de la pannexine 2 humaine (hPanx2).

A : Profil d’hydropathie des différents domaines en suivant I’échelle de Kyte & Doolittle.
B : Représentation de la structure en domaine des différents régions hydrophobes et hydrophiles de la hPanx2.

Le profil d’hydropathie de hPanx3 indique également la présence de quatre domaines
hydrophobes : 35-54 : 114-132 ; 206-224 ; 269-287. Similairement aux hPanx1, le diagramme
montre la présence de six domaines hydrophiles : 1-34 ; 55-114 ; 132-206 ; 224-269 ; 287-327 ;
347-392.

La présence d’un cinquiéme domaine hydrophobe a été détecté (Figure 4.3 A),

correspondant a la séquence 328-346, qui semble avoir une interaction avec la membrane sans la
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traverser. L utilisation du logiciel DOG 2.0 nous a permis de représenter les résultats concernant
les régions hydrophobes et hydrophiles de la structure en domaines (Figure 4.3 B).

ProtScale output for user_sequence

A 2.5 T T T T T T
1 : ‘ Hphob. / Kyte & Doolittle

1.5 b
G SR USSR | (EMUCSIIIRY | | WESSSISY  DSISNNS | EES
0.5 - .0 S S .. SEEE L SR
2
o 0
w
0.5 |-l LR TS Y kil
EG ] S GO, N | e T
B L oren S oveen B SR e avene e B B s
O e e R S S A D R SR S
B i i : ; ; i :
50 100 150 200 250 300 350
Position
B
1 35 54 14 132 206 224 269 287 328 346 392
Figure 4.3 : Profil d’hydropathie de la pannexine 3 humaine (hPanx3).
A : Profil d’hydropathie des différents domaines en suivant I’échelle de Kyte & Doolittle.
B : Représentation de la structure en domaine des différentes régions hydrophobes et hydrophiles de la hPanx3.
2 Prédiction des sites de clivage des pannexines humaines par les caspases

2.1  Analyse par Procleave

2.1.1 Pannexine 1
En utilisant le programme Procleave, qui donne les résultats sous forme de scores

correspondant aux probabilités pour qu’un acide aminé soit un site de clivage (Li et al., 2020),

nous avons obtenu les résultats donnés dans le tableau 4.1.

24



Tableau 4.1 : Prédiction des différents sites de clivage de la hPanx1 par Procleave

Procleave

Site de clivage Score Position

DVVD{GKTP 0.999 380
Cas-3 DMRD1GACS 0.995 168

AFVDtSYCW 0.773 82

EELDTKVYN 0.785 148
Cas-6

DVVD}GKTP 0.988 380
Cas-7

DMRD{GACS 0.937 168

DMRD{GACS 0.735 168
Cas-8

DVVD{GKTP 0.652 380

Les résultats de la prédiction des sites de clivage de la hPanx1l montrent que, pour les
caspases-3 et -7 (Cas-3 et Cas-7), les sites qui ont les scores les plus élevés correspondent aux
segments DVVDTGKTP et DMRDTGACS comprenant les sites de clivage D380 et D168,
respectivement. Les caspases-6 et-8 (Cas-6 et Cas-8) ciblent aussi le site D380 mais avec une
probabilité plus faible. De plus, la caspase-8 cible également le site D168 avec un score de 0.735

qui est inférieur aux scores obtenus pour les caspases-3 et -7.

25



Ces résultats présentent aussi d’autres sites, qui sont spécifiquement ciblés par la caspase-
3, au niveau du D82 qui se trouve dans le segment AFVD+SYCW et par la caspase-6 au niveau
du D148 qui se trouve dans le segment EELDTKVYN.

Ces résultats montrent que les caspases-3, -6, -7, -8 ciblent préférentiellement le motif
DXXD+ de la hPanx1. Dans ce motif, D est le code a une lettre de I’acide aspartique, X représente

n’importe quel acide aminé et T désigne le site du clivage.

Par ailleurs, ces résultats montrent aussi que les caspases-3 et -6 reconnaissent aussi le
motif XXXDt.

2.1.2 Pannexine 2

Tableau 4.2 : Prédiction des différents sites de clivage de la hPanx2 par Procleave.

Procleave

Site de clivage Score Position

AEPDTGAAE 0.982 416

ASPDTGAAG 0.938 267
Cas-3

EEED{GGPR 0.75 640

TVRD+SGVQ 0.694 400

EEEDTGGPR 0.963 640
Cas-6 QEIDTNCYH 0.784 163

hPanx2

NESD{LMYD 0.766 373

AEPDTGAAE 0.951 416
Cas-7 ASPDTGAAG 0.842 267

EEEDTGGPR 0.771 640

EEEDTGGPR 0.869 640
Cas-8

AEPDTGAAE 0.826 416
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Les résultats obtenus pour les hPanx2 du tableau 4.2 montrent trois principaux sites de

clivage par les caspases-3, -6, -7, -8 qui ont les scores les plus importants. Ces sites se trouvent
dans les segments AEPDTGAAE, ASPDTGAAG et EEEDTGGPR contenant les sites de clivage
D416, D267 et D640, respectivement.

Par ailleurs, d’autres sites de clivage ont été prédits avec des probabilités plus faibles et qui
sont le site D400 du segment TVRD1SGVQ, le site D163 du segment QEIDTNCYH et le site
D373 du segment NESDYLMYD.

Ces résultats (Tableau 4.2) montrent que les caspases-3, -6, -7 et -8 ciblent le motif XXXD+

pour les hPanx2. Nous pouvons remarquer que les sites de clivage sont complétement différents

de ceux de la hPanx1 et ceci pour les différentes caspases.

2.1.3 Pannexine 3

Tableau 4.3 : Prédiction des différents sites de clivage de la hPanx3 par Procleave.

Procleave
Site de clivage Score Position
AYVDTSSCW 0.693 82
Cas-3 TVVD{FMTL 0.595 368
HKQDTGPGQ 0.579 95
hPanx3 Cas-6 SELDTKSYN 0.664 149
Cas-7 HKQD1GPGQ 0.618 95
HKQD+GPGQ 0.6 95
Cas-8
AYVDTSSCW 0.597 82
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Les résultats de la prédiction des sites de clivage obtenus pour les hPanx3 montrent que
toutes les probabilités des sites de clivage par les caspases-3, -7 et -8 sont faibles et semblent
partager un méme site de clivage D95 au niveau du segment HKQD{1GPGQ. Alors que, les Cas-3
et -8 ciblent spécifiqguement un autre site D82 au niveau du segment AYVD+SSCW.

Par ailleurs, d’autres sites de clivage ont été prédits pour les caspases-3 et -6 qui sont le
site D368 au niveau du segment TVVD{FMTL et D149 qui se trouve dans le segment
SELDTKSYN.

Les résultats du tableau 4.3 montrent que les caspases-3, -6, -7 et -8 ciblent le méme motif
XXXDt retrouvé pour les hPanx2.

Les résultats obtenus par Procleave pour les trois isoformes indiquent qu’il existe deux

motifs, XXXD7} et DXXD+ spécifiques ciblés par les caspases.

2.2 Analyse par CasCleave

CasCleave est un programme spécifique aux caspases et au lieu de calculer la probabilité
des sites de clivage selon chaque caspase individuellement comme Procleave, le programme
génere les résultats en passant par toutes les caspases a la fois (Wang et al., 2014). Ces résultats
sont donnés sous forme d’un tableau qui présente le site de clivage, le score et la position (Tableau
4.4).

Pour les hPanx1, les sites DVVD*GKTP et DMRD*GACS présentant les scores les plus
élevés comprennent les sites de clivage D379 et D167, respectivement. Deux autres sites ont été
prédits, le site D401 et le site D81 qui se trouvent dans les segments ELQD*SETK et
AFVD*SYCW, respectivement.

Les hPanx2 se trouvent ciblés par les caspases dans six différents sites. Les quatre ayant
les scores les plus élevés sont AEPD*GAAE, DVGD*LIAI, EEED*GGPR et ASPD*GAAG
comprenant les sites de clivage D415, D650, D639 et D266 respectivement.

Avec seulement deux sites de clivage, les hPanx3 se trouvent ciblés dans le segment
HKQD+GPGQ qui comprend le site D94 et dans AYVD*SSCW qui comprend le site D81.

Les caspases ciblent le méme motif DXXD* et/ou XXXD* retrouvé précédemment avec
Procleave.

28



Tableau 4.4 : Prédiction des différents sites de clivage par CasCleave

Site de clivage Score Position
DVVD*GKTP 1.288 379
DMRD*GACS 1.093 167
hPanx1
ELQD*SETK 0.729 401
AFVD*SYCW 0.695 81
AEPD*GAAE 0.928 415
DVGD*LIAI 0.912 650
hPanx2 EEED*GGPR 0.812 639
ASPD*GAAG 0.803 266
TVRD*SGVQ 0.621 399
HKQD*GPGQ 0.655 94
hPanx3
AYVD*SSCW 0.557 81
3 Une comparaison entre Procleave et CasCleave

Nous avons opté a prendre les scores les plus elevés (= 0.6) des deux programmes
Procleave et CasCleave qui sont similaires en principe et différents en application, ils nous ont

fourni des résultats presque identiques (Tableau 4.5).

3.1 Pannexinel

Le programme Procleave indique que les caspases-3, -6 et -7 (exécutrices) semblent agir
sur les hPanxlau niveau des segments *°DVVD{GKTP#® et **DMRDTGACS!! qui
comprennent les sites de clivage D379 et D167, respectivement. CasCleave confirme ces résultats
produits par Procleave et ciblent les sites de clivage D379 et D167. Cela permet d’identifier un

site specifique de clivage DXXDf.

Les deux programmes ont permis également la prédiction d’un autre site D81 au niveau du
segment *AFVD+SYCW?®. De plus, le site D147 du segment **EELDTKVYN™! a été prédit
spécifiguement par Procleave alors que le site D401 qui se trouve dans le segment
3BELQDTSETKA® a été prédit spécifiquement par CasCleave.
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3.2 Pannexine 2
Les résultats obtenus pour les hPanx2 montrent que les sites de clivage D415, D266 et
D639  correspondant aux  segments  *“2AEPDTGAAE*®,  3ASPDTGAAG?? et

SEEEDTGGPR®, respectivement sont prédits par les deux programmes.

Cependant le site de clivage D650 du segment *4’DVGDTLIAI®®* a été prédit uniquement
par CasCleave.

3.3 Pannexine 3
Pour les hPanx3, les deux logiciels ont prédits deux sites de clivage, D81 et D94 qui se
trouvent dans les segments 8AYVD+SSCW?® et **HKQD+GPGQ?®%, respectivement.

Tableau 4.5 : Tableau comparatif des deux programmes utilisés.

Procleave CasCleave
Site de clivage Position Score Score
DVVD{GKTP 379 0.999 1.288
DMRDTGACS 167 0.995 1.093
hPanx1 AFVD{SYCW 81 0.773 0.695
EELDTKVYN 147 0.785 -
ELQD*SETK 401 - 0.729
AEPDTGAAE 415 0.859 0.928
ASPDTGAAG 266 0.798 0.803
hPanx2
EEEDTGGPR 639 0.651 0.812
DVGD*LIAI 650 - 0.912
AYVD1SSCW 81 0.665 0.655
hPanx3
HKQD1GPGQ 94 0.6 0.557

Ces sites de clivage par les caspases comprennent les motifs XXXD+ et DXXDT.
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4. Topologie prédite montrant les sites de clivage par les caspases
Protter est un outil web spécialisé dans la visualisation des protéines ainsi que leurs

caractéristiques prédites (Omasits et al., 2014) (https://wlab.ethz.ch/protter/#). Les figures sont

obtenues a partir des différentes études analytiques de la structure et de la topologie des pannexines

humaines

L’analyse de la topologie des pannexines montre la présence de quatre domaines
transmembranaires, deux boucles extracellulaires, une boucle intracellulaire et les deux extrémités

N- et C-terminales qui sont du c6té cytosolique.

Les programmes ont permis la prédiction et I’identification de deux sites de clivage
principaux chez la hPanx1. Le premier site correspondant au résidu d’acide aspartique D379 qui
se trouve dans la séquence *°DVVD1G® dans le domaine C-terminal. Le deuxiéme site
correspondant au résidu d’acide aspartique D167 qui se trouve au niveau de la séquence
4DMRDTG® au sein de la boucle intracellulaire et un troisiéme site qui se trouve au niveau du
résidu d’acide aspartique D81 dans la séquence BAFVDTS® au sein de la premiére boucle

extracellulaire (Figure 4.4).

31


https://wlab.ethz.ch/protter/

Région interagissant avec la membrane (D362-D377)
Résidus de cystéine (C66. C84, C246. C256)

@ Résidus d'acide aspartique (D81, D167, D379)
Variants

Site de clivage par les caspases

Intra

€ —-COOH
§ 426

-
o]
=

FrzzomRxZPIOODCC O,
=
2

m
=

Figure 4.4 : Visualisation de la topologie et des sites de clivage de la pannexine 1 humaine.

Représentation de la topologie membranaire de la hPanx1 et les sites de clivage ainsi que les résidus d’acides
aminés impliqués qui sont corroborés par les différents programmes utilisés lors de ce travail. La hPanx1
comporte quatre domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires ou se trouvent quatre résidus
cystéine conservés ainsi qu’un site de clivage par les caspases (D81), une boucle intracellulaire contenant le
deuxieme site de clivage par les caspases (D167), une région a 15 résidus (D362-D377) qui interagit avec la
membrane et une longue queue C-terminale ou se trouve un autre site de clivage par les caspases (D379).

Pour la hPanx2, les programmes utilisés ont permis également d’identifier trois sites de

clivage. Deux se situant au niveau de la partie C-terminale, le premier site correspond a I’acide

aspartique D415 qui se trouve dans la séquence *2AEPD+G*® et le deuxiéme correspondant a

I’acide aspartique D639 de la séquence **’EEEDTG®*. Finalement, le troisiéme site réside dans la
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deuxiéme boucle extracellulaire et qui correspond au résidu d’acide aspartique D266 de la

263ASPDTG2% (Figure 4.5).
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Figure 4.5 : Visualisation de la topologie et des sites de clivage de la pannexine 2 humaine

Représentation de la topologie membranaire de la hPanx2, les sites de clivage et les résidus d’acides aminés

impliqués qui sont corroborés par les différents programmes utilisés lors de ce travail. La hPanx2 comporte

quatre domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires contenant quatre résidus de cystéine

t un site de clivage D266, une boucle intracellulaire et une longue queue C-terminale ou deux

conserves e

dits (D415, D639).
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Procleave et CasCleave ont permis aussi de prédire deux sites de clivage pour la hPanx3
qui sont le site D81 qui se trouve dans le segment BAYVD1S®? et le site D94 de la séquence
IHKQD+G® (Figure 4.6). Ces deux sites se trouvent dans la premiére boucle extracellulaire.

Résidus interagissant avec la membrane (G374-D389)
Résidus de cystéine (C84, C66, C261, C242)

@ Résidus d'acide aspartique (D81, D94)
Variants

= Site de clivage par les caspases

Extra

Figure 4.6 : Visualisation de la topologie et des sites de clivage de la pannexine 3 humaine.

Représentation de la topologie membranaire de la hPanx3 et les sites de clivage ainsi que les résidus
d’acides aminés impliqués et qui sont corroborés par les différents programmes utilisés lors de ce travail.
La hPanx3 comporte quatre domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires qui contient
quatre résidus de cystéine ainsi que deux sites de clivage par les caspases (D81, D94) et une région a 15
résidus qui interagit avec la membrane (G374-D389).

34



Les résultats obtenus par les trois programmes sont en concordance avec les travaux
réalisés sur les pannexines et plus spécifiquement la Panx1 qui est trés étudiée. D’aprés des travaux
faits sur 1’activité des caspases (Timmer et Salvesen, 2007), le site de reconnaissance DXXD¥}
n’est pas suffisant pour aboutir a un clivage, la nature du résidu qui occupe la position P1 aussi
nommé P+1 du motif DXXD+P1 joue un réle majeur dans la réaction enzymatique. Si la position
P1 est occupée par des résidus de Gly, Thr, Ala, Asn ou Ser, le clivage est favorisé et devient plus
probable. Alors que dans le cas ou des résidus de Glu, Lys, Asp, Arg ou Trp occupe la position Py,

le clivage devient moins probable (Lavrik et al., 2005).

D’un autre coté, Sandilos et son équipe ont utilisé la pannexine 1 humaine tronquée au
niveau du résidu d’acide aminé 371 (hPanxA371), ce qui a permis d’observer une activation
constitutive du canal. Alors qu’en utilisant d’autres mutants de la hPanx1 tronqué (hPanxA401,
A413 et A391) aucune activation ne s’est produite et le canal reste inactif. La longueur du domaine
C-terminal de la hPanx1 (378-426) semble avoir un r6le important et notamment la région qui se

trouve en aval du résidu d’acide aminé 371, dans I’activation du canal (Sandilos et al., 2012).

Par ailleurs, I’é¢tude de Chekeni et collaborateurs qui ont travaillé sur le role de la pannexine
1 dans I’apoptose a montré qu’il existe deux sites potentiels de clivage par les caspases. Le premier
site 3*DVVD?*"® au niveau de la queue C-terminale des pannexines et le deuxiéme site de clivage
14DMRD7 qui se trouve au niveau de la boucle intracellulaire (Chekeni et al., 2010). L’étude
de Metalsi Tani en 2018, qui a travaillé sur les modifications post-traductionnelles et notamment
la protéolyse en utilisant le logiciel PROSPERous, a également permis de mettre en évidence le
site de clivage par les caspases D379 de la pannexine 1 ainsi que les sites D415 et D639 de la
pannexine 2, ceci est en accord avec nos prédictions en utilisant les deux programmes (Metalsi
Tani, 2018).

La hPanx2, qui présente un domaine C-terminal d’une longueur particuliére comparée a la
hPanx1 et a la hPanx3 semble avoir aussi des sites de clivage au niveau de ce domaine C-terminal.
La présence de ces sites de clivage suggere une régulation des pannexines (hPanx1 et hPanx2) par
protéolyse du domaine C-terminal. Par contre, il semble que le domaine C-terminal de la hPanx3
interagit avec la membrane et ne peut donc pas intervenir dans la régulation de I’activité de ces
pannexines car les sites de clivage de la hPanx3 se trouvent principalement au sein de la premiere

boucle extracellulaire et non au niveau de la queue C-terminale.
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Conclusion



Les pannexines (Panx) sont des protéines membranaires a traversées multiples qui
appartiennent a une superfamille de protéines appelé tetraspans. Faisant partic d’une famille
multigénique de trois membres chez ’homme (hPanx1, hPanx2, hPanx3). Les pannexines sont
capables de former des hémicanaux qui transportent les ions et les molécules telles que I’ ATP dans
le milieu extracellulaire et interviennent dans plusieurs phénomenes physiologiques tels que

I’apoptose.

Lors de I’apoptose, qui est la mort programmée de la cellule, une famille de protéases a
cystéine appelées caspases (Cas) intervient et clive des régions cruciales a 1’activité des pannexines

afin d’accentuer le phénomene d’apoptose.

Dans ce travail, nous avons fait une analyse structurale et fonctionnelle des pannexines
humaines a I’aide d’outils informatiques. A cet égard, nous avons utilisé les séquences des
pannexines humaines (hPanx) afin de prédire et caractériser les différents domaines des trois

isoformes (hPanx1, hPanx2, hPanx3) et les sites de clivage par les caspases.

L’¢étude de la topologie a été réalisé a 1’aide d’un programme appelé ProtScale qui a montré
que les pannexines humaines sont des protéines membranaires a quatre domaines
transmembranaires, deux boucles extracellulaires, une boucle intracellulaire et les domaines N- et

C-terminaux qui se trouve du c6té cytosolique.

La prédiction des sites clivage au moyen des deux programmes Procleave et CasCleave a
révelé la présence de plusieurs sites ciblés par les différentes caspases au niveau des résidus d’acide
aspartique D167, D379 et D81 pour la hPanx1, les résidus D266, D415, D639 pour la hPanx2 et
les résidus D81 et D94 pour la hPanx3. Ces sites de clivage se trouvent dans des motifs de
reconnaissance qui sont DXXD et XXXD. Ces sites de clivage se trouvent généralement dans la
longue queue C-terminale caractéristique de la hPanx1 et la hPanx2 alors que pour la hPanx3, les

sites de clivage se trouvent au sein de la boucle extracellulaire.

Rétrospectivement, les outils informatiques disponibles sont nécessaires pour mieux
comprendre I’activité et la régulation de ces protéines afin de mieux guider la phase expérimentale.
Ces résultats ouvrent 1’horizon pour entamer d’autres études a propos des pannexines et leurs

clivages par les caspases.
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