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Résumeé

Dans le génome humain 21 isoformes de connexines ont été identifiées servant a la
formation des canaux jonctionnels. Cependant, il n’éxiste que trois isoformes de pannexines

servant a la formation des hémicanaux.

Dans ce travail, nous avons fait une analyse structurale et fonctionnelle de la
connexine23 (CX23) aux moyens d’outils informatiques. En premier temps, nous avons
caractérisé les différents domaines de la CX23 en mettant 1’accent sur les résidus essentiels
par la prédiction des modifications post-traductionnelles. Puis, nous avons utilisé les
séquences de la CX23 et les trois hPanx afin de montrer les régions conservees entre ces

protéines.

L’¢étude de la topologie avec les programmes ProtScale, AG predictor et TOPCONS a
montré que la CX23 est une protéine membranaire a quatre passages transmembranaires
exposant deux boucles extracellulaires et une boucle intracytoplasmique avec des extrémités

N- et C-terminales cytoplasmiques.

Les résultats de 1’étude des modifications post-traductionnelles ont montré que la CX23
semble contenir des sites de phosphorylation, palmitoylation et protéolyse. Cependant, elle

semble ne contenir aucun site de glycosylation.

L’alignement multiple des séquences de la CX23 avec les trois hPanx a été realisé par le
programme T-Coffee révélant que les deux résidus cystéines dans chaque boucle

extracellulaire de ces protéines sont trés conserveés.

Mots clés : connexines, pannexines, CX23, topologie membranaire, modifications post-

traductionnelles, alignement multiple



Abstract

In the human genome, 21 connexin isoforms have been identified that are used for the
formation of junction channels. However, there are only three pannexin isoforms for the

formation of hemicanals.

In this work, we performed a structural and functional analysis of the connexin23
(CX23) using computer tools. First, we characterised the different domains of CX23, focusing
on the essential residues by predicting post-translational modifications, Then, we used the
sequences of CX23 and the three hPanx to show the conserved regions between these

proteins.

The study of the topology with the ProtScale, AG predictor and TOPCONS programmes
showed that CX23 is a four-pass transmembrane membrane protein exposing two
extracellular loops and a intracytoplasmic loop with cytoplasmic N- and C-terminal

extremities.

The results of the post-translational modification study suggested that CX23 appears to
contain sites of phosphorylation, palmitoylation and proteolysis. However, it does not appear

to contain any sites of glycosylation.

The multiple alignment sequences of the CX23 with the three hPanx was performed by
the T-Coffee programme, revealing that the two cysteine residues in each extracellular loop of

these proteins are highly conserved.

Keywords: connexins, pannexins, CX23, membrane topology, post-translational

modifications, multiple alignment
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Introduction

Les protéines sont classées en protéines globulaires, protéines fibreuses, et protéines
membranaires. Le type et la quantité de ces derniéres varient en fonction du type cellulaire et
la localisation subcellulaire. L’analyse de séquence génomique complete a montré qu’environ
30% des protéines codées par ces génomes sont des protéines membranaires (Krogh et al.,
2001).

Les protéines membranaires jouent un r6le crucial dans de nombreux processus
biologiques comme le transport membranaire, 1’adhérence cellulaire et la communication

cellulaire (Zhang et al., 2019).

Parmi les protéines qui assurent la communication cellulaire, nous avons les protéines
des jonctions communicantes. Elles correspondent a deux familles de protéines appelées
connexines (Cx) chez les vertébrés et innexines (Inx) chez les invertébrés. Par la suite une
troisieme famille appelée pannexines (Panx) a été identifiée chez les vertébrés par Panchin et

collaborateur en 1’an 2000.

Dans le génome humain, les connexines constituent une famille multigénique de 21
isoformes réparties en cing groupes (a, S, y, 9, €). Par ailleurs, la famille des pannexines est
représentée par trois isoformes, hPanx1, hPanx2, hPanx3. Les connexines et les pannexines
sont des protéines membranaires polytopiques partageant une topologie similaire de quatre
domaines transmembranaires. Les connexines servent a la formation des canaux jonctionnels
reliant le cytoplasme de cellules voisines, tandis que les pannexines ne peuvent former que
des hémicanaux qui relient le cytoplasme au milieu extracellulaire (Bao et al., 2004 ;
Oyamada et al., 2005).

La caractéristique clé qui distingue ces deux familles de protéines est la présence de six
résidus cystéines dans les deux boucles extracytoplasmiques chez les connexines
contrairement aux pannexines qui comportent seulement quatre résidus cystéine. Il s’est avéré
que la connexine23 contient également quatre résidus cystéine d’ou 1’intérét de la comparer
avec les pannexines. Par ailleurs, il existe trés peu de travaux consacrés a la Connexine23
(Penuela et al., 2013).

Ainsi, le premier objectif de notre étude est la prédiction de la topologie de la
connexine23 humaine (CX23) afin de caractériser les domaines transmembranaires et les

domaines intra- et extracellulaires. Dans ce but, trois programmes ont été utilisés : ProtScale
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(Gasteiger et al., 2005), AG Predictor (Hessa et al., 2007) et TOPCONS (Bernsel et al.,
2009).

Le deuxieme objectif est de prédire quelques sites de maodifications post-
traductionnelles que peut subir la CX23 a I’aide des outils informatiques tels que les
programmes NetNGlyc (Gupta et al., 2004) et NetOGlyc (Steentoft et al., 2013) pour la
glycosylation, NetPhos (Blom et al., 2004) pour la phosphorylation, CSS-Palm (Ren et al.,
2008) pour la palmitoylation et PROSPERous (Song et al., 2018) pour le clivage.

Le dernier objectif de notre travail est de comparer la séquence de la CX23 avec les
trois séquences des pannexines humaines par la réalisation d’un alignement multiple de
séquences. Pour cela, nous avons utilisé le programme T-Coffee (Tree-based Consistency

Obijective Function for Alignment Evaluation) (Notredame et al., 2000).

Ce manuscrit commence par une introduction générale, présentant la problématique du sujet,

suivie de deux parties :

Dans la premiere partie, une synthése bibliographique présente deux chapitres :
> Le chapitre | rassemble les connaissances concernant les protéines membranaires, les
connexines, les pannexines et la connexine23.
> Le chapitre Il introduit la notion de bioinformatique ainsi que les bases de données et
les différentes méthodes informatiques utilisées dans ce travail.
La deuxieme partie, expérimentale, comporte deux chapitres :
> Le chapitre 111 explique les méthodes et techniques appliquées dans ce travail.
> Le chapitre IV présente les résultats obtenus au cours de notre travail et leur
interprétation.

Enfin, notre travail se termine par une conclusion.



Partie 1 :
Synthese bibliographique



Chapitre | :

Connexines & Pannexines



Chapitre | Connexines et Pannexines

1 Classes des protéines membranaires
En fonction de leurs modes d’interaction avec la bicouche lipidique, les protéines
membranaires peuvent étre classées en trois catégories, (i) les protéines intégrales, (ii) les

protéines a ancrage lipidique, (iii) les protéines périphériques (Lodish et al., 2008).

Domaine extracellulaire f
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Protéines membranaires Protéines membranaires

Protéines membranaires

intégrales aancrage lipidique périphériques

Figure 1.1 : Classes des protéines membranaires (D’aprés Alberts et al., 2018).

La figure représente les trois classes des protéines membranaires. La premiére classe désigne
les protéines intégrales (en vert) interagissant directement avec la bicouche lipidique (en gris)
de quatre facons différentes selon la caractéristique du domaine transmembranaire qui peut
étre : (a) une seule hélice a, (b) plusieurs hélices «, (c) plusieurs brins g, (d) une hélice a
paralléle au plan de la membrane. La deuxiéme classe désigne les protéines a ancrage
lipidique représentées par deux types : des protéines acylées (e) par un acide gras myristique
ou palmitique situées a la face cytosolique de la membrane, des protéines ancrées par GPI (f)
situées a la face extracellulaire. La derniére classe désigne les protéines périphériques (en
vert) qui peuvent s’associer a 1’une des deux faces de la membrane, par un contacte indirecte
(9 ; h) via des interactions non covalentes avec les protéines intégrales.

1.1 Les protéines membranaires intégrales

Elles constituent la classe la plus importante des protéines membranaires. Elles
interagissent directement avec la membrane plasmique par un segment transmembranaire. Les
protéines transmembranaires traversent la bicouche lipidique et comprennent trois types de
domaines. Les domaines intra- et extracytoplasmique sont en contact avec 1’environnement

aqueux donc comportent des acides aminés hydrophiles. Cependant le domaine
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transmembranaire est constitué de nombreux acides aminés hydrophobes dont les chaines
latérales interagissent avec les queues hydrophobes des phospholipides de la bicouche
lipidique (Lodish et al., 2016).

Selon le type de structure secondaire qui constitue les domaines transmembranaires et le

nombre de ces domaines, trois groupes de protéines intégrales sont distingués.

eLes protéines bitopiques : le domaine transmembranaire est constitué d’une seule
hélice « (figure 1.1a).

e Les protéines polytopiques : les domaines transmembranaires sont constitues soit de
plusieurs hélices « dont le nombre varie de 2 a 19 (figure 1.1b), soit de plusieurs brins 4 dont
le nombre varie de 8 a 22 (figure 1.1c) (Lehninger et al., 2017).

e Les protéines monotopiques : qui peuvent étre ancrées dans un des deux feuillets de la
membrane par le biais d’une hélice « paralléle au plan de la membrane (figure 1.1d) (Alberts
etal., 2018)

Les protéines a hélices o transmembranaires se trouvent dans toutes les membranes
biologiques et sont plus diversifiées sur le plan fonctionnel par rapport aux protéines a brin g
qui se localisent majoritairement dans les membranes externes des bactéries, mitochondries, et
chloroplastes (Fagerberg et al., 2010). Sur le plan structural, les protéines membranaires se
replient dans leur conformation native et les sous-unités peuvent se regrouper pour former des
canaux pour les protéines a hélice a comme le récepteur nicotinique de 1’acétylcholine qui est
un canal pentamérique. Tandis que les protéines a brin 4 ont tendance a former un tonneau S

comme celui des porines constitué de 16 brins.

1.2 Les protéines membranaires a ancrage lipidique

Ce sont des protéines hydrosolubles qui se situent sur les deux faces de la membrane
plasmique. Elles sont liées par covalence a une molécule de lipide dont la queue hydrophobe
est incorporée dans 1’une ou ’autre des feuillets (Lodish et al., 2016 ; Lehninger et al.,
2017 ; Alberts et al., 2018).

Il existe trois principaux types de protéines membranaires a ancrage lipidique, les
protéines acylées, les protéines prénylées, et les protéines a glycosylphosphatidylinositol
(GPI).

e Les protéines acylées
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Ce sont des protéines ayant subi une modification post-traductionnelle de type acylation
qui conduit a la liaison covalente d’un acide gras. L’acide myristique (C14) se lie par une
liaison amide a un résidu glycine N-terminal et I’acide palmitique (C16) se lie par une liaison
thioester a un résidu cystéine. Les protéines acylées se localisent dans la face interne de la

membrane plasmique (figure 1.1e).
e Les protéines prénylées

Ce sont des protéines cytosoliques ayant subi une prénylation. Cela est le résultat de la
liaison covalente thioéther d’un polymeére hydrophobe d’isopréne sur un résidu cystéine pres
de Tlextrémité C-terminale. Ce résidu cysteine appartient au motif « CAAX » dont
C représente un résidu cystéine, A représente un acide aminé aliphatique et X représente un
résidu dont la nature détermine le type de prénylation qui doit survenir sur la protéine. Une
unité d’isopréne est composée de cing atomes de carbones et les polymeres les plus connus

sont le farnésyl (C15) et le géranylgéranyle (C20).

e Les protéines a glycosylphosphatidylinositol (GPI)

Elles se trouvent exclusivement sur la face externe de la membrane plasmique. Le GPI
est un complexe constitué d’une phosphoéthanolamine liée d’une part au C-terminal de la
protéine par une liaison amide covalente, et de I’autre part a un tétraholoside de trois
mannoses et une glucosamine. Cette derniere est attachée a un phosphatidylinositol au moyen

d’une liaison osidique (figure 1.1f).

1.3 Les protéines membranaires périphériques

Elles peuvent étres associées a I’'une des deux faces de la membrane plasmique, i.e., la
face cytosolique ou la face extracellulaire. Certaines protéines membranaires périphériques ne
sont pas en contact direct avec la bicouche lipidique. Elles peuvent établir des interactions non
covalentes de type électrostatiques ou hydrogenes avec les domaines hydrophiles des
protéines intégrales (figure 1.1g, h), comme elles peuvent étre en contact direct avec des
groupements de tétes des phospholipides membranaires (Lodish et al., 2016 ; Alberts et al.,
2018).
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2  Fonctions des protéines membranaires
Bien que les membranes biologiques présentent la méme structure de base de la
bicouche lipidique, les protéines associées a une membrane particuliére sont responsables de

ses activités distinctives (Lodish et al., 2016).

Les protéines membranaires notamment les protéines intégrales peuvent servir de
transporteurs, de canaux et de pompes ioniques qui permettent la création et /ou le maintien

des gradients électrochimique.

Elles jouent aussi le r6le de récepteurs pour les molécules de signalisation via leur
domaine extracytoplasmique (réception des signaux). Cela permet de transmettre des signaux
a des molécules intracytoplasmiques (transduction des signaux). Les protéines les plus
connues de cette catégorie sont les récepteurs couplés a la protéine G (RCPG) et les
récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK). Les récepteurs membranaires exercent également
des activités catalytiques enzymatiques comme le récepteur a activité tyrosine kinase (RTK)
et le récepteur sérine/thréonine kinase (Muller et al., 2008). Les protéines membranaires

agissent aussi comme des molécules de reconnaissance du systeme immunitaire.

En outre, les protéines membranaires permettent 1’adhérence cellulaire du fait qu’elles
sont incluses dans la formation des différents types des jonctions cellulaires. Trois types des
jonctions cellulaires sont distinguées, les jonctions étanches appelées aussi jonctions serrées,
les jonctions d’ancrage adhérentes et desmosomales et les jonctions communicantes par la
formation des canaux. Ces jonctions exercent un rble fonctionnel par la transmission des

signaux intracellulaires.

3 Connexines et pannexines

La famille des pannexines a été identifiée pour la premiére fois dans le génome des
mammiféres en 2000 par Panchin et collaborateurs, grace a leur homologie de séquence
(25% a 33%) avec les innexines qui constituent les protéines des canaux jonctionnels chez les

invertébrés (Penuela et al., 2013).

Par ailleurs les pannexines partagent des caractéristiques fonctionnelles et structurales

avec les connexines qui sont les sous-unités des jonctions communicantes chez les vertébrés.

En effet, les connexines, pannexines et innexines constituent trois familles des protéines
membranaires polytopiques appartenant a la superfamille des protéines nommées tetraspans

de fait qu’elles partagent une topologie similaire de quatre domaines transmembranaires.
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3.1 Expression génigue des connexines et des pannexines
Les connexines et les pannexines sont exprimées dans le génome humain et aussi dans
le génome des autres organismes tels que la souris, le rat, la vache, le chien et le poisson

zebre.
e Expression génique des connexines

Dans le génome humain, il existe 21 isoformes de connexines qui constituent une
famille des protéines multigéniques (Sohl et Willecke, 2004). Deux nomenclatures
differentes sont utilisées pour la classification de ces protéines. La premiere est basee sur la
masse moléculaire théorique en kDa. La deuxiéme nomenclature divise les 21 isoformes en
plusieurs groupes en fonction de la similarité de séquence et de la longueur de leurs boucles
cytoplasmiques (Byer et Berthood, 2009 ; Eiberger et al.,, 2001). Initialement, les
connexines ont été classées en trois groupes, le groupe «, le groupe £, le groupe y. Par la suite
et grice a des analyses de 1I’évolution de ces protéines, deux groupes ont été rajoutés, le
groupe o et le groupe ¢ (Begandt et al., 2017). Dans chacun de ces groupes, les connexines

sont numérotées en fonction de 1’ordre de découverte.

Ces 21 isoformes de connexines sont codées par des genes situés sur différents
chromosomes. Ainsi, les CX37, CX40, CX50, CX59 sont codées par des genes situés sur le
chromosome 1, les génes de la CX43 et la CX62 sont situés sur le chromosome 6, la CX46 est

codeée par un gene situé sur le chromosome 13 (Sohl et Willecke, 2004).

La CX43 de groupe a, la CX32 et la CX26 de groupe S, sont les connexines les mieux
caractérisées (Yeager, 1998). En outre, les connexines sont exprimées dans différents tissus et
types cellulaires a ’exception des muscles squelettiques différenciés, des érythrocytes et des
spermatozoides matures. La CX43 est la connnexine la plus ubiquitaire. Elle est exprimée de
facon endogéne dans plus de 34 tissus englobant 46 types de cellules y compris les

hépatocytes, les cardiomyocytes, les kératinocytes, les astrocytes (Ra¢kauskas et al., 2010).
e Expression génique des pannexines

Contrairement aux connexines, il n’existe que trois isoformes des pannexines dans le
génome humain nommées pannexine 1 (hPanx1), pannexine 2 (hPanx2), et pannexine 3
(hPanx3) (Ishikawa et al., 2011).

10
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La hPanx 1 et la hPanx 3 sont codées par des genes situés sur le chromosome 11, et le

géne de la hPanx3 est situé sur le chromosome 22 (Yen et Saier, 2007 ; Penuela et al., 2013).

La hPanx1 est la plus ubiquitaire. Elle est exprimée dans différentes cellules comme les
neurones, les cardiomyocytes, les kératinocytes et les cellules épithéliales. En revanche, la
hPanx2 est plus répandue dans le systéme nerveux central. Alors que la hPnx3 se trouve
principalement dans les ostéoblastes, les fibroblastes, et les chondrocytes (Penuela et al.,
2013, Baranova et al., 2004).

3.2 Structure des connexines et pannexines

e Structure des connexines

Plusieurs techniques ont permis de mettre en €vidence 1’organisation topologique des
connexines au sein de la membrane plasmique. Des études basées sur 1’analyse topologique,
la microscopie électronique, les données de diffraction des rayons X, la protéolyse, et le
marquage par des anticorps dirigés contre des épitopes extracellulaires ont été établies
notamment sur la Cx26, la Cx32, et la Cx43 (Goodenouph et al., 1988).

Les connexines humaines présentent une topologie commune. Elles sont constituées de
quatre domaines transmembranaires (M1, M2, M3, M4) a-hélicoidaux, deux boucles
extracellulaires (E1, E2) formées par un empilement des feuillets g antiparalléles (tonneau f),
avec une boucle intracellulaire (I) (Foote et al., 1998). Les extrémités amino- et carboxy-

terminales (Nt, Ct) sont exposées du coté cytoplasmique (figure 1.2).

Sur le plan structural, les connexines de groupe o présentent une boucle cytoplasmique
(1) avec la région C-terminale plus longue par rapport aux connexines du groupe £ (Yeager,
1998). Toutes les isoformes conservent des régions du second domaine transmembranaire
(M2). Tandis que la boucle intracytoplasmique et I’extrémité C-terminale sont les moins
conservées. Cela permet une régulation différente de chaque isoforme, et donc une
participation a des cascades de signalisation uniques en particulier lorsque plusieurs isoformes

sont exprimées dans la méme cellule.

L’intérét s’est porté aussi sur les domaines extracellulaires des connexines qui sont
impliqués dans la spécificité de I’arrimage de I’hémicanal. Ces domaines sont hautement
conservés en raison de la preésence de trois résidus cystéines dans chaque boucle chez toutes
les isoformes a I’exception de la Cx23 qui présente seulement deux cystéines dans chaque

boucle. Ces cystéines servent a la formation des ponts disulfures intramoléculaires. Ces

11
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derniers servent a lier et maintenir les deux boucles extracellulaires en une conformation
compacte et rigide pour qu’elles puissent interagir avec les boucles des connexines voisines
en formant un canal jonctionnel. Ainsi, la mutation de ces résidus cystéines entraine la perte
de la fonction du canal. (Foote et al., 1998 ; Penuela et al., 2013 ; Brikci Nigassa, 2014)

Les connexines permettent la formation des structures hexamériques appelées
connexons qui peuvent étres homomériques constitués par des connexines identiques, ou bien
hétéromériques si les connexines sont différentes. Aprés leur translocation jusqu’a la
membrane plasmique, ces connexons forment en arrimage avec d’autres connexons des
cellules voisines des canaux jonctionnels qui peuvent également étre homotypiques ou
hétérotypiques selon la nature des connexons qui les constituent (Oyamada et al., 2005 ;
dykes et al., 2004) (figure 1.2).

Les canaux jonctionnels peuvent se regrouper par milliers pour former des jonctions
gap. Ces canaux sont spécialisés dans la communication cellule-cellule en faisant lier le
cytoplasme de deux cellules adjacentes. Ainsi, ils permettent un échange de certaines
molécules de faible poids moléculaire (M <1000 Da) comme les ions, I’AMPc et I’IP3 via ces
canaux (signalisation paracrine). Par conséquent, lls servent au maintien de diverses fonctions
physiologiques telles que la synchronisation de la réponse cellulaire comme la contraction
musculaire et la libération de I’insuline par les cellules f pancréatiques. lls jouent également
un role crucial dans le maintien de I’homéostasie tissulaire comme celle des hépatocytes. Par
ailleurs, plusieurs découvertes des maladies génétiques dues a des mutations au niveau des

jonctions gap ont été mentionnées (Oyamada et al., 2005 ; Brikci Nigassa, 2014).

Gap junction Hemichannel

e Connexin Pannexin
f
v Glyc
i I i I 1 1
NH NH, — [
COOH .
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Figure 1.2 : Structures des connexines es et des pannexines (Makarenkova et al., 2018).
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e Structure des pannexines

Les pannexines humaines présentent une topologie similaire a celle des connexines.
Elles présentent quatre segments transmembranaires (M1, M2, M3, M4), deux boucles
extracytoplasmiques (E1, E2) avec une boucle intracytoplasmique (1), les extrémités N- et C-

terminales se situent dans la face cytoplasmique (Baranova et al., 2004) (figure 1.2).

De plus, chez les trois pannexines, les boucles extracytoplasmiques sont les plus
conservées, contenant deux résidus cystéines dans chacune, tandis que le domaine C-terminal

contient les séquences les plus variables (Penuela et al., 2013).

La hPanx1 dont le poids moléculaire est d’environ 47,6 kDa, et la hPanx3 avec un
poids moléculaire de 44,7 kDa, partagent 30% d’homologie de séquence. Cependant, la
hPanx2 présente un poids moléculaire nettement plus grand d’environ 74,4 kDa en raison de

la longueur de sa queue C-terminale (Penuela et al., 2013).

L’oligomérisation des hPanx1l forme un canal hexamérique, tandis que les hPanx2
peuvent former des canaux heptamériques ou octamériques. Suivant la nomenclature établie
pour les connexons des connexines, les oligomeéres formés par les pannexines sont appelés
pannexons. Alors que, les connexons désignent des hémicanaux, les pannexons désignent des
canaux a membrane unique (figure 1.2). Par contre, de nombreux auteurs déconseillent
fortement d’utiliser 1’appellation hémicanaux pour les pannexons car cela implique qu’ils sont
destinés a s’assembler en un canal intercellulaire (Penuela et al., 2013, Ambrosi et al.,
2010).

Les canaux formés par les hPanxl jouent un rdle essentiel dans la signalisation
paracrine entre les cellules par la libération de I’ATP dans I’espace extracellulaire. Cela
conduit a I’activation des récepteurs purinergiques ionotropiques P2X et métabotropiques
P2Y impliqués dans la propagation des vagues de calcium. La liaison de ’ATP aux P2Y
augmente I’inositol 1, 4, 5 triphosphate et libére le Ca®* emmagasiné dans le RE. Ensuite,
I’ouverture des canaux a membrane unique sera activée en libérant plus d’ATP dans le milieu
extracellulaire. Cette derniére permet de remplir diverses fonctions physiologiques telles que
la sensation gustative, la clairance mucociliaire des voies respiratoires, la capture
insulinodépendante du glucose par les adipocytes, la réponse immunitaire, 1’apoptose et la

différenciation des kératinocytes et des neurones (Penuela et al., 2013).
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3.3 Modifications post-traductionnelles des connexines

Les modifications post-traductionnelles sont des transformations chimiques que peuvent
subir les protéines aprés leur traduction en produisant des changements au niveau de la
fonction, de la demi-vie et de la localisation cellulaire de ces protéines. Deux catégories de
modifications post-traductionnelles sont distinguées, (i) le clivage de la protéine de maniere
auto-catalytique ou par des protéases (la protéolyse), (ii) I’ajout réversible ou irréversible des
molécules ou des groupements fonctionnels sur des sites spécifiques.

L’analyse des séquences des connexines a montré que ces protéines présentent des sites
pour différents types de modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation, la

phosphorylation, la palmitoylation et la protéolyse.
e Laglycosylation

La glycosylation consiste en I’addition d’un glycane sur un résidu asparagine de la
protéine cible conduisant a la N-glycosylation, ou sur des résidus sérine/thréonine conduisant

a la O-glycosylation.

Pour les connexines aucun site de glycosylation n’a été trouvé (Martin et Evans, 2004
; Saez et al., 2003). Cependant, 1’étude de Rahman et collaborateurs (1993) a montré que la

CX32 est N-glycosylée.

e La phosphorylation
La phosphorylation est un processus réversible qui constitue une voie de régulation
d’une protéine par 1’addition des groupements phosphates par des kinases sur des résidus

sérine (S), thréonine (T) ou tyrosine (Y) d’une protéine cible.

La phosphorylation des connexines est largement étudiée notamment la phosphorylation
de la connexine43 dont au moins 19 sites ont été identifiés par plusieurs kinases (Src, MAPK,
CDK1, PKC, PKA, AKT) (Solan et Lampe, 2014). Les sites de phosphorylation se localisent
majoritairement dans les domaines intracellulaires des protéines cibles notamment le domaine
C-terminal. La phosphorylation des connexines semble avoir un impact sur 1’altération de la
communication jonctionnelle intercellulaire conduisant a la fermeture du canal, 1’assemblage

de la plaque jonctionnelle, et le trafic vers la membrane plasmique (Brikci Nigassa, 2014).
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e La palmitoylation

Elle consiste a la fixation d’un acide palmitique (C16) sur un résidu cystéine d’une

protéine cible.

L’¢tude de la palmitoylation chez les connexines a montré que seule la connexine32 est
palmitoylée sur le résidu cystéine C277 et C283 au niveau de la queue C-terminale (Locke et
al., 2006).

e La protéolyse

La protéolyse est une modification post-traductionnelle qui consiste a hydrolyser une ou
plusieurs liaisons peptidiques par des protéases telles que les caspases impliquées dans

I’inflammation et 1’apoptose.

4 Connexine23
4.1 Expression génique de la connexine23

Parmi les 21 isoformes des connexines qui ont été identifiées dans le génome humain, la
connexine23 (CX23) représente la séquence protéique la plus courte comportant 205 résidus
d’acides aminés avec un poids moléculaire de 23,76 kDa. Par conséquent, la CX23 a été
classée comme le seul représentant du groupe & qui est le dernier des cing groupes des
connexines (Byer et Berthood, 2009).

Le gene (GJEL) de la CX23 est codé par le chromosome 6 (Sohl et Willecke, 2004). De
plus, des orthologues de la CX23 ont été identifiés chez d’autres organismes tels que la
connexine23 de la souris (Cx23), et celle du poisson zebre qui sont les connexines23 les plus

étudiées avec des sources tres limitées dans la bibliographie.

Des études en protéomique sur le cristallin de la souris adulte ont montré que la Cx23
est un composant des membranes des fibres du cristallin avec une abondance similaire a celle
de la Cx46 et inférieure a celle de la Cx50 (Gustincich et al., 2003). Par ailleurs, la Cx23 du
poisson zebre a été identifiée comme la quatriéme connexine exprimée dans le cristallin. Puk
et collaborateurs (2008) ont montré qu’une mutation dans la Cx23 est associée a une
perturbation compléte de la formation du cristallin indiquant que cette connexine joue un réle

important dans son developpement.
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4.2  Structure de la connexine23

La sequence de la connexine 23 présente des particularités par rapport aux autres
connexines (lovine et al., 2007 ; Sonntag et al., 2009). La caractéristique principale que
présente la connexine23 est la présence de deux résidus cystéines dans chaque boucle
extracellulaire au lieu de trois cystéines comme il est connu chez les autres connexines.
Sonntag et collaborateurs (2009) ont montré par un alignement de la Cx23 avec la Cx31 que
les motifs des cystéines dans les deux boucles extracellulaires de la Cx23 sont caractérisés par
I’absence de résidus cystéines centraux en les comparant avec les motifs canoniques des
autres connexines, cela est montré aussi dans la figure 1.3 (Benayad, 2018). Ainsi, cette
caractéristique est partagée avec la famille des pannexines qui contiennent également quatre

résidus cystéines.

En outre, les études in vitro établies sur la Cx23 (souris et poisson zébre) ont montré
que celle-ci ne forme pas des canaux jonctionnels mais forme uniquement des hémicanaux
(Sonntag et al., 2008 ; Berthood et al., 2016). Cela peut étre similaire a ce qui était déja

montré pour les canaux a membrane unique des pannexines.
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Figure 1.3 : Alignement multiple des 21 isoformes des connexines (Benayad, 2018).
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Chapitre 11 Analyse des protéines membranaires par bioinformatique

1 Introduction

La bioinformatique est un domaine de recherche pluridisciplinaire qui utilise les
techniques informatiques afin d’analyser, comprendre et organiser les informations associées
aux biomolécules. Autrement dit, elle constitue une discipline qui étudie les outils de gestion
de I’information biologique en s’étendant sur un large spectre d’application.

A D’échelle chronologique, les débuts de la bioinformatique remontent a plus de 50 ans

(Gauthier et al., 2019) ,i.e., le début des années 70.

Plusieurs définitions ont été adoptées pour introduire ce terme comme celle proposée
par le centre national de I’information biotechnologique (NCBI 2001) qui définit la
bioinformatique comme suit :

« Bioinformatics is the field of science in which biology, computer science, and
information technology merge into a single discipline ».
2 Banques de données
Une banque de données est un vaste ensemble d’informations organisées. Elle constitue
une source de données biologiques en permettant de collecter, stocker, archiver, ainsi que
faciliter I’exploitation et la diffusion de ces données d’une maniere structurée et consultable.
Les données biologiques peuvent étre sous forme de séquences pour les acides
nucléiques, ou sous forme de séquences et de structures pour les protéines.

La biochimiste américaine Margaret Dayhoff fut la premiére a voir I’intérét de
rassembler toutes les données sur les séquences protéiques. Pour cela, elle a cré avec ses
collégues le premier atlas de séquences protéiques en 1965, qui est devenu en 1989 la banque
de données PIR. En paralléle, deux banques de données de séquences nucléiques ont pris leur
essor, GenBank aux Etats-Unis, et EMBL en Europe. Par la suite, le logiciel BLAST a été mis
en ceuvre en 1990, suivi par un enchainement de procédés de séquencage des différents
génomes jusqu’a 1’an 2001 ou la premiére séquence compléte du génome humain (plus de
3000 Mpb) a été publiée.

Les bases de données biologiques peuvent étre classées en trois groupes.
2.1 Banques de données primaires/géneralistes
Elles correspondent a une collection de données plutot hétérogénes sur les séquences

nucléotidiques et les séquences protéiques.

e GenBank (Benson el al., 2012), EMBL « European Molecular BiologyLaboratory »
(Stoesser et al., 2003), DDBJ « DNA Data Bank of Japan » (Tateno et al., 2002), sont

les principales banques de données des séquences nucléotidiques.
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e UniProt « Universal Protein Resource » (UniProt Consortium, 2007), est la principale
banque de données des séquences protéiques. Elle regroupe deux sections:
= Swiss-Prot (Boekmann et al., 2003), pour les données corrigées manuellement.

= TrEMBL (Boekmann et al., 2003), pour les données non corrigées.

UniProt 3

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein seguence

UniRef s UniParc Proteomes
.
The UniProt Reference UniParc is a comprehensive % 1 @

Swiss-Prot (563,082) Clusters (UniRef) provide and non-redundant database o e e e 51 6

(¥

clustered sets of sequences that contains most of the N
n.- h . h . proteins thought to be
=& Manually annotated and from the UniProt publicly available protein rrEmEed by AT GOGERTET
reviewed. Knowledgebase (including sequences in the world. Uiea prres proteorne-s

isoforms) and selected

: for species with completel
UniParc records. . i bt

sequenced genomes.

Records with information
extracted from literature
and curator-evaluated
computational analysis.

TrEMBL (188,961,949) Supporting data

Automatically annotated
and not reviewed.

Records that await full Literature citations Taxonomy Subcellular locations
manual annotation. E
Cross-ref. databases Diseases Keywords
<2 XXX

Figure 2.1 : Interface de la banque de données UniProt.

2.2 Banques de données secondaires/ spécialisees
Elles correspondent a une collection de données homogenes établies autour d’une
thématique particuliere. Elles présentent des informations sur les seéquences et les structures.
e PROSITE (Bairoch et al., 1997) présente les motifs protéiques .
e CATH (Sillitoe et al., 2015) classifie les domaines protéiques.
e SCOP2 (Murzin et al., 1995) classifie les structures protéiques.

e TFD (Ghosh, 1992) regroupe les facteurs de transcription.

e Pfam (Mistry et al., 2007) regroupe les familles des protéines et leurs domaines.

2.3 Banques de données composites
Elles hébergent une variété de bases de données simultanément comme NCBI (NCBI
Resource Coordinators 2016) qui regroupe des sources de données nucléotidiques et

protéiques.
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3 Etude de la topologie des protéines membranaires par des techniques informatiques

Les protéines membranaires sont importantes dans différents processus cellulaires. Leur
analyse est essentielle surtout qu’il a été prouvé que ceci est hautement relatif a leur fonction
(Zhang et al., 2019). Ceci implique ’identification des structures secondaires des domaines
transmembranaires de ces protéines ainsi que leur nombre (bitopique/polytopique), leur
orientation « in/out » et la localisation des extrémités N- et C-terminales, i.e., I’analyse de sa

topologie.

Deux structures basiques des domaines transmembranaires des protéines intégrales ont
été identifie, les hélices a et les brins . Cependant, il est plus facile de prédire les segments
transmembranaires en hélice o longs et hydrophobes que ceux plus courts et moins
hydrophobes qui sont en brins B. Pour cette raison, les méthodes dédiées a la prédiction de
ces derniers sont beaucoup plus rares que celles développées pour les hélices a. De plus, la
topologie de 400 protéines membranaires en hélice a a été déterminée expérimentalement
(Elofsson et von Heijne, 2007).

De nombreuses méthodes expérimentales conventionnelles ont été utilisées. Cependant,
ces techniques sont trés couteuses et prennent beaucoup de temps d’ou la nécessité de
développer les méthodes in silico'. Ces derniéres sont des approches théoriques efficaces et
fiables avec un gain de temps considérable, permettant de guider les expériences in vivo et in
vitro pour I’étude des protéines.

Au fil du temps, plusieurs méthodes de prédiction de la topologie ont été mises au point

pour les protéines membranaires en hélice a.

De plus, les algorithmes de prédiction étaient basés sur la détermination des segments
transmembranaires présentant les meilleurs scores d’hydrophobicité utilisant différentes
échelles comme celles de Eisenberg et collaborateurs (1984), Wolfenden et collaborateurs
(1981), et I’échelle de Kyte et Doollitle (1982). Cette derniére est utilisee dans le programme
ProtScale (Gasteiger et al., 2005) qui présente le résultat sous forme d’un diagramme appelé

profil d’hydropathie.

D’autres caractéristiques ont été prises en considération afin d’optimiser la prédiction de

la topologie comme 1’utilisation de la régle « positive inside rule » qui montre la distribution

1 In silico : désigne une recherche effectuée au moyen de modéles informatiques.
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de résidus chargés positivement comme I’arginine et la lysine au niveau des boucles

cytoplasmiques (Sipos et von Heijne, 1993 ; Nilsson et al., 2005).

De plus, d’autres auteurs ont montré la tendance des résidus aromatiques tryptophane et
tyrosine & se localiser pres des extrémités des segments transmembranaires (Engelman et
Steitz, 1986 ; Sipos et von Heijne, 1993 ; Muller et al., 2008).

Au cours des derniéres décennies, plusieurs programmes ont été développés pour la
prédiction, en utilisant des approches d’apprentissage automatique. Ces logiciels utilisent des
modeles statistiques tels que le modéle de Markov caché (MMC) e.g., HMMTOP (Tusnady
et al., 2001), et TMHMM (Krogh et al., 2001), des réseaux de neurones (RN) (Rost et al.,
1995), e.g., PHDhtm (Rost et al., 1996), La majorité de ces programmes sont disponibles
gratuitement sur le web.

Il existe ainsi des logiciels combinant les résultats de plusieurs méthodes comme
TOPCONS (Bernsel et al., 2009), qui intégre le résultat de cing méthodes de prédiction. Il
sert aussi a différencier les segments transmembranaires de la séquence du peptide signal. De
méme, on peut citer ConPred Il (Arai et al., 2004), qui combine les résultats de huit méthodes
et CCTOP (Dobson et al., 2015), qui fait intervenir dix méthodes.

Un autre outil, AG predictor développé par Hessa et collaborateurs (2005) s’avére
aussi trés intéressant pour la prediction des hélices transmembranaires. Pour une séquence en
acides aminés d’une hélice o transmembranaire donnee, le programme prédit la différence
d’énergie libre pour que cette séquence soit insérée dans la membrane de réticulum

endoplasmique (RE) au moyen d’un translocon.

4 Etude des modifications post-traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles jouent un réle crucial dans divers processus
biologiques y compris le maintien de la structure des protéines, la signalisation, la régulation
et la défense immunitaire. Pour cela, I’identification des sites de modifications post-
traductionnelles s’aveére trés intéressante.

Plus de 32 logiciels de prédiction sont disponibles sur le web pour les différents types
de modifications post-traductionnelles (tableau 2.1). Sachant qu’environ 350 types de celles-

ci ont été découverts (Zhou et al., 2006),
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Tableau 2.1 : Les principaux outils utilisés pour I'étude des modifications post-

traductionnelles.

Type de MPT Programme Site web du programme Réference
YingOYang http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/ Gupta et Brunak, 2001
NetNGlyc http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ Gupta et al., 2004

Glycosylation NetOGlyc http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ Steentoft et al., 2013
GPP https://comp.chem.nottingham.ac.uk/glyco/ Hamby et Hirst, 2008
O-GlycBase http://www.cbs.dtu.dk/databasessOGLYCBASE/ | Gupta et al., 1999
GLYCOPP http://crdd.osdd.net/raghava/glycopp/ Chauhan et al., 2012
NetPhos 3.1 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ Blom et al., 2004
GPS http://973-proteinweb.ustc.edu.cn/gps_web/ Xue et al., 2008

Phosphorylation

KinasePhos 2.0

http://kinasephos2.mbc.nctu.edu.tw/

Wong et al., 2007

PPRED

http://www.cse.univdhaka.edu/~ashis/ppred/

Biswas et al., 2010

PhosphoSVM http://sysbio.unl.edu/PhosphoSVM/ Dou el al., 2006
ScanSite https://scansite4.mit.edu/4.0/ Obenauer et al., 2003
Musite http://musite.sourceforge.net/ Gao et al., 2010
DISPHOS http://www.dabi.temple.edu/disphos/ lakoucheva et al., 2004
CSS-palm http://csspalm.biocuckoo.org/ Ren et al., 2008
Palmitoylation SwissPalm https://swisspalm.org/ Blanc et al., 2015
SeqgPalm http://lishuyan.lzu.edu.cn/segpalm/ Lietal., 2015
CKSAAP-PALM | http://doc.aporc.org/wiki/CKSAAP-Palm Wang et al., 2009
GPS-CCD http://ccd.biocuckoo.org/ Liu et al., 2011
PROSPER https://prosper.erc.monash.edu.au/ Song et al., 2012
Protéolyse PROSPERous http://prosperous.erc.monash.edu/ Song et al., 2018

CaSPredictor

http://icb.usp.br/farmaco/Jose/CaSpredictorfiles

Garay et al., 2005

Cascleave 2.0

http://www.structbioinfor.org/cascleave?/

Wang et al., 2014

UbPred http://www.ubpred.org/ Radivojac et al., 2010
Ubiquitinylation | Ubisite http://csb.cse.yzu.edu.tw/UbiSite/predict.php Akimov et al., 2018
UbiNet http://csb.cse.yzu.edu.tw/UbiNet/ Nguyen et al., 2016
UbiProber http://bioinfo.ncu.edu.cn/UbiProber.aspx Chen et al., 2014
MeMO http://bioinfo.tsinghua.edu.cn/memo.html Chen et al., 2006
Methylation BPB-PPMS http://www.bioinfo.bio.cuhk.edu.hk/bpbppms Shao et al., 2009
MASA http://masa.mbc.nctu.edu.tw/ Shien et al., 2009
iMethyl-PseAAC | http://www.jci-bioinfo.cn/iMethyl-PseAAC Qiuetal., 2014
NetAcet http://www.cbs.dtu.dk/services/NetAcet/ Kiemer et al., 2005
Acetylation PAIL http://bioinformatics.lcd-ustc.org/pail Lietal., 2006
N-Ace http://n-ace.mbc.nctu.edu.tw/ Lee et al., 2010
PSKacePred http://bioinfo.ncu.edu.cn/PSKAcePred.aspx Suo et al., 2012
SUMOsp http://bioinformatics.lcd-ustc.org/sumosp/ Xue et al., 2006
SUMOylation SUMOhydro http://protein.cau.edu.cn/others/SUMOhydro/ Chenetal., 2012
GPS-SUMO http://sumosp.biocuckoo.org/ Zhao et al., 2014
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5 Alignement des séquences

L’alignement des séquences protéiques est une maniére de représenter deux ou plusieurs
séquences les unes sous les autres afin d’obtenir le plus de correspondances possible.

En plus de rechercher les similarités entre les séquences, le processus d’alignement
permet également de détecter la présence des motifs caracteristiques, de déterminer les liens
évolutifs et les relations phylogénétiques entre les protéines, ainsi que d’améliorer la
prédiction de leurs structures secondaires et tertiaires, et de méme de leurs fonctions
biologiques.

5.1 Alignement par paires

Il consiste a comparer des séquences deux a deux. Dans ce but, il existe des méthodes
qui s’appuient sur la programmation dynamique®. L’algorithme de Needleman et Wunsch
(1970) réalise I’alignement global optimal pour aligner les séquences sur toute leur longueur.
L’algorithme de Smith et collaborateurs (1981) réalise 1’alignement local optimal ou les
séquences seront alignées sur une portion de leur longueur.

5.2 Alignement multiple

Il consiste a comparer simultanément plusieurs séquences homologues entre elles. Il
permet entre autre de caractériser les régions conservées et les régions variables au sein d’une
famille de séquences, en construisant leur séquence consensus®. Il faut noter que 1’alignement
multiple est plus puissant que 1’alignement par paires, comme il peut aussi étre global ou
local.

Plusieurs méthodes et programmes ont été développés et mis en ligne pour effectuer les

différents types d’alignement des séquences (tableau 2.2).

2 La programmation dynamique : méthode algorithmique introduite par R.Bellman (1950) consiste a résoudre
un probléme en le décomposant en sous-problémes.

3 Séquence consensus : séquence peptidique établie apres un alignement multiple dans laquelle le résidu
d’acide aminé le plus fréquent a chaque position sera noté.
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Tableau 2.2 : Les principaux programmes utilisés pour les différants types d’alignement.

Type d’alignement

Méthode /programme

Référence

Recherche d’homologie

BLAST/PSI-BLAST
FASTA

Atschul et al., 1997
Pearson, 1994

EMBOSS Needle

Needlemen et Wunsch, 1970

EMBOSS Water Smith et Waterman, 1981
Alignement par paires | K-mer Edgar, 2004

K-tuple Wilbur et Lipman, 1983

MCA Lipman et Pearson, 1988
Alignement multiple DCA Stoye et al., 1997

exact

Clustal Omega

Sievers et al., 2011

Clustal w Thompson et al., 1994
Alignement multiple MUSCLE Edgar, 2004
progressif MAFFT Katoh et Standley, 2013
T-Coffee Notredame et al., 2000
TM-Coffee Flodem et al., 2016
ProbCons Do et al., 2005
PRRP Gotoh, 1993
Alignement itératif SAGA Notredame et Higgins, 1996
DIALIGN Morgenstern, 2004
STAMP Russell et Barton, 1992
Alignement intégrant 3D-Coffee O’Sullivan et al., 2004
la structure Expresso Armougom, 2006
Alignement de motifs PHI-Blast Zhang et al., 1998
GLAM2 Frith et al., 2008
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1 Choix de la CX23
Dans ce travail, nous avons choisi d’étudier la CX23 1’une des 21 isoformes de la
famille multigénique des connexines qui ont été alignées par Benayad (2018). Par ailleurs, la

CX23 a été comparée aux pannexines qui ont été étudiées par Metalsi (2019).

Nous nous sommes intéressés a 1’analyse de la séquence peptidique de la CX23 qui
contient seulement quatre résidus cystéines, deux dans chacune des deux boucles
extracytoplasmiques, contrairement aux autres connexines. En revanche, cette particularité

que présente la CX23 est partagée avec la famille des pannexines.

Tout d’abord, nous avons étudié la topologie membranaire de la CX23. Ensuite, nous
avons étudié la prédiction des sites potentiels des modifications post-traductionnelles au
moyen de différents programmes bioinformatiques. Enfin, nous avons réalisé un alignement
de la CX23 avec les trois hPanx afin de déterminer la présence de caractéristiques communes

entre ces protéines.

La séquence de la CX23 a été obtenue a partir de la banque de données
UniProtKB/Swiss-Prot  (https://www.uniprot.org/) qui contient des séquences corrigées

manuellement par des scientifiques (figure 3.1).

'.l..

UniProt ¢

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL

UniProtkB - AGNN92 (CXE1_HUMAN)

. [} .
Display % BLAST LFormat i Add to basket (® History
_ Protein. Putative gap junction epsilon-1 protein
Publications Gene GIE1
Feature viewer Organism | Homo sapiens {Human)
Feature table Status| M Reviewed - Annotation score: ®@®0O0 - Protein uncertain’

Figure 3.1 : Requéte pour la base de données UniProtKB/Swiss-Prot.

La banque de données UniProtKB/Swiss-Prot fournit plusieurs informations (en plus
des séquences protéiques) telles la nomenclature compléte de la protéine, le numéro

d’accession, I’organisme et la localisation cellulaire (tableau 3.1).
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Tableau 3.1 : Nomenclature de la CX23.

Nom Numéro Acides
selon UniprotkKB d’accession | aminés
CX23 Full=Putative gap junction epsilon-1 protein; AltName: | A6NN92.1 205
Full=Connexin-23; Short=Cx23

Le fichier texte téléchargé a partir de cette base de données est sous un format
particulier appelé « Fasta» qui représente la séquence sous un format a une seule lettre
(figure 3.2). Ce format est supporté par tous les programmes utilisés dans ce travail.

FASTA ~

RecName: Full=gap junction epsilon-1 protein; AltName: Full=Connexin-23;

Short=Cx23
UniProtkB/Swiss-Prot: AGNN92.1
GenPept |dentical Proteins  Graphics

>sp|ABNNDZ.1| CXE1_HUMAN RecMame: Full=Putative gap junction epsilon-1
protein; AltName: Full=Connexin-23; Short=C{x23

MSLNY IKNFYEGCWKPPTVYIGQFHTLFFGSIRIFFLGVLGFAVYGNEALHFICDPDKREVNLFCYNQFRP
ITPOVSFSALQLVIVLVPGALFHLY AACKSINQECILQKPINTIIVILSVLLRISLAATAFWLQIYLFGF
QVKESLYLCDARSLGENMIIRCMVPEHFEKTIFLIAINTFTTITILLFVAEIFEIIFRRLYFPFRQ

Figure 3.2 : Sequence de la CX23 au format Fasta.

2  Etude de la topologie de la CX23

Dans ce travail, nous avons réalisé la prédiction de la topologie de la CX23 dans le but
de discriminer les domaines transmembranaires de ceux qui ne sont pas transmembranaires,
de définir le nombre de ces domaines et de montrer I’orientation de cette protéine par rapport
a la membrane. Pour cela, nous avons utilisé trois programmes : ProtScale, AG predictor et
TOPCONS.

2.1 ProtScale

ProtScale (https://web.expasy.org/protscale/) est un programme qui permet de calculer
les indices d’hydropathie d’une protéine donnée en fournissant une représentation graphique

sous forme d’un tracé en 2D appelé « profil d hydropathie » (figure 3.3).
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oL Loy, B

ProtScale

ProtScale [Reference / Documentation] allows you to compute ar

An amino acid scale is defined by a numencal value assigned to
secondary structure conformational parameters scales, but many
provides 57 predefined scales entered from the literature.

Enter a UniProtkB/Swiss-Prot or UniProtk B/ TrEMBL accession nu

COr you can paste your own seqgquaence in the box below:

Figure 3.3 : Interface du programme ProtScale.

Pour réaliser ce profil, ProtScale peut utiliser plusieurs échelles disponibles sur le
portail de ressources bioinformatiques ExPasy.

Dans ce travail, nous avons utilisé 1’échelle de Kyte et Doolittle (1982) ou a chacun des

20 acides aminés correspond une valeur d’hydropathie (Tableau 3.2).

Tableau 3.2 : Echelle de Kyte et Doolittle.

Acide aminé Acide aminé Acide aminé Acide aminé

le () +4,5 Met (M) : +1,9 | Trp(W): -0,9 GIn (Q): -3,5
Val (V) :  +4.72 Ala (A) : +1,8 | Tyr(Y) : -1,3 Asp (D) : -3,5
Leu(L) : +38 Gly (G) : -0,4 Pro (P) : -1,6 Asn (N) : -3,5
Phe (F) : +2,8 Thr (T) : -0,7 His (H) : -3,2 Lys (K) : -3,9
Cys (c) : +2,5 Ser (S) : -0,8 Glu (E) : -3,5 Arg (R) : -4,5

La séquence protéique en question est parcourue avec une fenétre glissante d’une taille
donnée, Le programme utilise une fenétre de 19 résidus qui permet de distinguer les domaines
hydrophobes. Pour chaque position, la valeur moyenne d’hydropathie des acides aminés est
calculée et attribuée au résidu central de la fenétre. Les valeurs positives indiquent le
comportement hydrophobe donc le segment traité est supposé étre transmembranaire. Les
valeurs négatives indiquent le comportement hydrophile donc le segment traité est supposé

étre non transmembranaire (Gasteiger et al., 2005).
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2.2 AG predictor 1.0
AG predictor (http://dgpred.cbr.su.se/) est un programme de prédiction qui grace a

I’option « Full protein scan » permet de rechercher une hélice o transmembranaire putative au
sein d’une séquence protéique. Les travaux expérimentaux de Hessa et collaborateurs (2005)
ont testé I’insertion de séquences d’acides aminés de 19 résidus dans la membrane de
réticulum endoplasmique au moyen du translocon Sec6l. Cela a permis d’évaluer
quantitativement cette insertion par I’étude de la différence de 1’énergie libre apparente
AGapp. Une valeur négative de AGapp indique que la séquence est reconnue par le translocon
comme étant une hélice transmembranaire qui doit étre intégrée dans la membrane. Les
résultats sont exprimés sous forme d’une représentation graphique bidimensionnelle nommée
diagramme d’hydrophobicité qui utilise 1’échelle de Hessa et collaborateurs (2005). Ce
diagramme est composé de plusieurs graphigques superposés montrant les valeurs prévues de
AGapp en fonction de la position centrale de 1’hélice. Les graphiques sont de longueurs

variables allant de 19 a 23 acides aminés (Hessa et al., 2007) (figure 3.4).

Find TM helices in protein sequences

To predict membrane protein topology using the AG-scale. use the SCAMPI! and TOPCONS servers.

Input protein sequence(s) in FASTA format. Maximum 10 sequences

Options

| Submit || Clear || Generate example input |

Figure 3.4 : Interface du programme AG predictor.

2.3 TOPCONS
TOPCONS (http://topcons.cbr.su.se/) est un programme qui prédit la topologie d’une

protéine membranaire. Il caractérise les différents domaines transmembranaires avec leurs
orientations (extérieur —intérieur et vice versa). Le programme discrimine le segment
hydrophobe du peptide signal des segments transmembranaires. Cela a fait de TOPCONS un
outil plus puissant et plus que les autres programmes existants. Il implémente cing méthodes

differentes de prédiction. L’une d’elles utilise la séquence de la protéine sous format Fasta
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tandis que les autres méthodes ont besoin d’un profil de séquence obtenu a partir de bases de
données telles que UniProt comme fichier d’entrée. Ces profils sont utilisés par ces méthodes
afin de réaliser la prédiction de la position de chaque résidu de la séquence protéique. Nous
avons quatre possibilités de localisation (i pour inside, o pour outside, m pour membrane

region, s pour signal peptide). TOPCONS combine les résultats de ces méthodes et calcule la

topologie consensus finale (Brensel et al., 2009) (figure 3.5).

TOPCONS W Wl

e e Consensus prediction of membrane protein topology and signal peptides

Batch WSDL API Please paste your amino acid sequences in FASTA format (max 100000 chars)
Allowed characters: "ABCDEFGHIKLMMNPQRSTUVWYZX™®" . of which "BUZ*" will be converted to 'X'
Download (Sequences should be no shorter than 10 amino acids)

References
News

Server status
Example results
Old TOPCONS

Help i

Alternatively, upload a text file in FASTA format upto 100 MB: | Choisir un fichier |Aucu’| fichier choisi
Your recent jobs:

T Job name {optional): |
Running o R . .
e Ernail (recommended for batch submissions): | |

siled o —
Force run {de not uss cached results): [l

| submit || Clear | | Generate example input |

Figure 3.5 : Interface du programme TOPCONS.

3 Etude des modifications post-traductionnelles de la CX23
3.1 Etude de la glycosylation avec NetNGlyc 1.0 et NetOGlyc 4.0
Le programme NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) prédit les sites de

N-glycosylation des protéines humaines en examinant le motif N-X-S/T (X acide aminé
quelcongue sauf la proline) qui est seulement un prérequis pour cette modification. Il utilise
des réseaux de neurones artificiels pour discriminer les séquons accepteurs des sequences ne
présentant aucun site accepteur (Gupta et al., 2004). Par ailleurs, le programme NetOGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) prédit les sites de la O-glycosylation des

protéines des mammiféres. Il reconnait les résidus d’acides aminés S/T susceptibles de lier le
N-acétylgalactosamine en utilisant également des réseaux de neurones artificiels (Steentoft et
al., 2013).

3.2 Etude de la phosphorylation avec NetPhos 3.1
NetPhos est un outil web (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) qui utilise les

réseaux de neurones artificiels pour prédire les sites de phosphorylation qui sont la sérine (S),
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la thréonine (T) et la tyrosine (Y) des protéines eucaryotes par des différentes kinases. Pour
déterminer la spécificité des sites des substrats a une kinase donnée, il est essentiel de
disposer de données importantes concernant les sites de phosphorylation. Six kinases sont
s¢lectionnées de fait qu’elles présentent le plus grand nombre de sites accepteurs connus qui
varient entre 22 et 258. Ces kinases sont la PKA (cyclic AMP dependent protein kinase), la
PKC (proteine kinase C), la PKG (cyclic GMP-dependent proteine kinase), la cdc2 (cyclin-
dependent kinase), la CKII (caseine kinase 2) et la CaM-11 (Ca*¥ calmoduline-dependent
protein kinase) (Blom et al., 1999 ; Blom et al., 2004). Ces informations concernant les sites
de phosphorylation validées a partir de données expérimentales sont classées dans la base de

données Phosphobase (Kreegipuu et al., 1999) (figure 3.6).

MetPhos 3.1 Server

The NMetPhos 3.1 server predicts serine, threonine or tyrosine phosphorylation sites in eukaryo
predictions are identical to the predictions performed by HNeiPhos 2 0. The kinase specific predic

ATM, CKI, CKII. CaM-Il, DNAPK. EGFR. GSKZ. INSR, PKA, PKE. PKC, PKG, RSK, SRC, cdc2

See the version history of this server.

MO TE: the online servic
for the Kinase

SUBMISSIOMN

FPaslfe a singie seqguence or several segouences (n A5 7.4 forrmalt (nfo the feld beiow

i

Swhmit a fle i FA S TS formal directly from oo focal disk:
| Choisir un Tichier Awcun Tfichier choisi

Residues to predict 0 serine 0 threcnine ) tyrosine @ g thres

For each residue display only the best prediction —
Display only the scores higher than

Cutput Format @ classical 0 GFF
SGenerate graphics

| Submit || Clear fields |

Figure 3.6 : Interface du programme NetPhos.

3.3 Etude de la palmitoylation avec CSS-Palm 4.0
CSS-Palm (http://csspalm.biocuckoo.org/) a été implémenté en 2006 par Zhou et

collaborateurs comme étant le premier programme permettant la prédiction de site de
palmitoylation. La derniere version CSS-Palm 4.0 utilise I’intelligence artificielle et réalise les
prédictions a haute performance a I’aide des données expérimentales montrant les sites de
palmitoylation. 1l définit pour chaque résidu cystéine un score final. Celui qui présente le
score final le plus élevé est défini comme étant un site potentiel de palmitoylation (Zhou et
al., 2006 ; Ren et al., 2008 ; Xue et al., 2011 ; Xue et Ren, 2013) (figure 3.7).
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Balmitoylation
Version 4.0
ST ,
THE CUCKOO workcaowe o -~ o | =6
% DATABASE CITED BY LINK DOCUMENTATION CONTACT MAILING LIST

# CS5-Palm Online Service

For high-throughput data analysis. please download the Stand-alone Program. The local version is more powerful and has more functions.

C58-Palm was updated to GPS-Palm.

For the prediction of N-Myristoylation, S-Farnesylation and S-Geranylgeranylation sitas, please use GPS-Lipid.

Enter sequence(s) in FASTA format

Figure 3.7 : Interface du programme CSS-Palm.

3.4 Etude de la protéolyse avec PROSPERous
PROSPERous (http://prosperous.erc.monash.edu/) est un programme qui sert a prédire

in silico des sites de clivage spécifiques aux protéases a partir des séquences en acides aminés
des substrats. Les données des substrats spécifiques utilisées sont extraites de la base de
données MEROPS qui contient des informations sur les protéases, leurs substrats et leurs
inhibiteurs. Seules les séquences des substrats validées expérimentalement avec leurs sites de
clivages sont sélectionnées. Cet outil utilise des modeles de régression logistiques pour
réaliser la prédiction. Cela fait de PROSPERous un programme performant pour la prédiction

rapide des sites de clivage potentiels pour 90 protéases. (Song et al., 2018) (Figure 3.8).

PROSPERous: an integrative tool for predicting substrate cleavage sites of 90
proteases

PROSPERous is an integrative server for in silico prediction of protease-specific substrates and their cleavage sites frem amino acid sequen
ces. PROPSERous is primarily based on amino acid weights derived from amino acid occurrences, through a combination of multiple scoring
functions to score, predict and rank potential cleavage sites of proteases. Therefore, PROSPERous is a powerful tool for substrate identificati
on in protease systems biology that complements the existing prediction tools.

BASIC PARAMETERS

Input sequence (s) (example): [?]

Select protease: [?] [caspase-3 (C14.003) v

Figure 3.8 : Interface du programme PROSPEROouS.
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4  Realisation de la topologie membranaire présumée de la CX23 par Protter

Protter (http://wlab.ethz.ch/protter) est un outil web qui permet de générer des

visualisations personnalisées de la topologie membranaire de la protéine étudiée. De plus,
plusieurs caractéristiques peuvent aussi étre identifiées comme les modifications post-

traductionnelles, la structure secondaire et les motifs (Omasits et al., 2014).

5 Alignement de la CX23 avec les trois hPanx

L’alignement des séquences peptidiques consiste a les mettre les unes sous les autres
d’une maniere a avoir le maximum de résidus partagés entre les séquences. Pour cela, il existe
plusieurs programmes ou algorithmes permettant de réaliser des alignements par paires ou des
alignements multiples qui peuvent étre locaux ou globaux. Ces algorithmes d’alignement
utilisent le systéme de score. Les identités (résidus identiques) et les similarités (résidus qui
possedent des propriétés physico-chimiques semblables) augmentent le score d’alignement.
Par ailleurs, les insertions des espaces dites « gap » ou les suppressions des résidus conduisant

a des délétions diminuent ce score (pénalité).

5.1 Alignement des séquences avec T-Coffee

T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Function for Alignment Evaluation)
(Notredame et al., 2000), est un moyen simple pour effectuer des alignements multiples des
séquences en utilisant des sources de données hétérogénes. Le programme fournit aux
utilisateurs plusieurs méthodes selon certains criteres comme les séquences peptidiques, les
informations sur les structures 3D (la méthode Expresso), etc. T-Coffee peut aligner un total
de 150 séquences dont chacune peut contenir 10 000 résidus et 2500 résidus pour les autres
modes (Di Tommaso et al., 2011).

T-Coffee aligne les protéines en utilisant une approche progressive. Il génére d’abord
une bibliotheque primaire des alignements par paires des séquences. Cette bibliotheque
comporte des alignements globaux en utilisant le programme ClustalW, et des alignements
locaux produits par Lalign. A partir de cela, une matrice de distance est produite qui a son
tour construit un arbre guide en utilisant la méthode appelée « Neighbour-joining ». Il y a
également 1’établissement d’une bibliotheque étendue qui s’appuie sur le résultat de la
bibliotheque primaire. Les scores obtenus dans la bibliotheque étendue guident alors

I’alignement progressif final (Notredame et al., 2000) (figure 3.9).
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Figure 3.9 : Processus d'alignement multiple par T-Coffee.
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Pour réaliser notre alignement, nous avons accédé au programme T-Coffee via son site

web (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/) (figure 3.10). Puis nous avons introduit les

séquences comme fichier d’entrée « input ». Les séquences introduites correspondent a celles
de la CX23 humaine (205 acides amines) et des trois pannexines humaines, hPanx1l (426
acides aminés), hPanx2 (677 acides aminés) et hPanx3 (392 acides aminés) sous format Fasta

a partir de la base de données UniProtKB/Swiss-Prot.

Tools = Multiple Sequence Alignment = T-Coffee

Multiple Sequence Alignment

T-Coffee is a multiple sequence alignment program. Its main characteristic is that it will allow you to combine results obtained with several alignr
Important note: This tool can align up to 500 sequences or a maximum file size of 1 MB
STEP 1 - Enter your input sequences

E a set of

sequences in any supported format:

Use a example. | Glgan sequence

STEF 2 - Set your Parameters

OUTPUT FORMAT:

Clustaivy

Figure 3.10 : Interface du programme T-Coffee.

Le processus d’alignement est lancé en cliquant sur « submit », et les séquences alignées
sont affichées par défaut sous format ClustalW « output ». La derniére étape a consisté a
éditer I’alignement obtenu. Pour cela nous avons utilisé le programme Jalview en cliquant sur

« Results Viewers » (figure 3.11).

T-Coffee

Input form | WWeb services | Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ |

Tools = Multiple Sequence Alignment = T-Coffee

Results for job tcoffee-120200908-222909-0529-38667883-p2m

m Result Summary Guide Tree Phylogenetic Tree Resulis Viewers Submission Details

Download Alignment File | Show Colors

CLUSTAL W {1.82} multiple seguence alignment

SplASMNS2 | CXEL_HUMAN |-| —— -~ ~SLNYIKNFY- - - EGCWVKPPTW- -~ ———— —— -

splQ9eQre | PANXZ_HUMAN ~SLAHTAAEYMLSDAL LPDRRGP - - — - - - ~RLKGLRLELFP

=p| QSERDS | PAMX2_HUMAN I-IH-ILLEQSﬁDI-L-'-\.T,—.LLP-GEK L?ELILPGF\Q}DKAGHLAALLLQLKLE LP

splQ9ERDT | PANXI_HUMAN AI,—.QLATEWFSD LLKEPTER - ~KFKGLRLELA
v

Sp|AGMNS2 | CXEL_HUMAN IGQFHTLFFGSIRIFFLGWLGFAVYGNEALHFIC-DPD- -~ - - -KREWHL

sp|Q9EgQZe | PANXI_HUMAN  LDRIVEKFVAVGS-PLLLMSLAFAQEFSSGSPISCFSPSNESIRQAATVDS
sp|Q9ERDE | PAMKZ_HUMAN  FDRWVVTIGTVLY-PILLYWTLWFTENFAE -EPIVCYTPHNEFTRDQALYARG
splQ2ERDT | PAMKI_HUMAN VDKM TCIAVGL - F‘LLLISLAFHQE:[SIGTQISCFSPSSFSU?QA-\.FVDS

SplASMNS2 | CXEL_HUMAN FCYNQFR-PITPQ- - - - -~ ~VSFSALQLWIVLWPGALFHLYAA

=p | QOEOEE | FANKS HUMAN  SCWDSLLHHKODGPEODKMKSLIWEHICAL BV LLALALLMYLEWLLWGY AR

Sp|Q9ERDS | PANXZ_HUMAN  YCWTELR-DALPGVDASLWPSLFEHKFLPYALLAF AATMY WP ALGWEFLA

sPIQ9ERDT | PANKL_HUMAN VO ﬁﬁwz QKNSLQSESGNLF'LIJLHKFFF’YILLLFAILLYLPPLF\ SREAS
s w11 -

splashnsz | CxEl _ruMAN | CKSTNGQECTL -Gk~

Figure 3.11 : Résultat de la requéte d'alignement fourni par T-Coffee.
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5.2 Edition de I’alignement avec Jalview version 2.10.4b1

Jalview (Waterhouse et al., 2009), est un programme libre et gratuit développé en
langage informatique Java. Il sert a I’édition interactive, I’analyse, et la visualisation des
alignements de séquences multiples. Il peut fonctionner avec des annotations des séquences,
des informations sur la structure secondaire, des arbres phylogénétiques, et des structures
moléculaires en 3D.

Dans notre travail, nous avons utilis¢ ce programme comme éditeur d’alignement,
notamment pour colorer les résidus des acides aminés. Pour cela, Jalview fournit une

multitude de choix de couleurs classées dans le menu « colour » (figure 3.12).

FEj Jabsiew 2.11.1.0
File Tools Help Window

22| hitp:/ fwnanerebi.ac.uk/ Tools/services/ rest/teoffee/result/tcoffee- 1I20200829-01 0058-0579- 2872794 7-pl my aln-clustalw = [ (.
File Edit Select View Anncotations Format Colour Calculate Web Service
Pl BB R Al -SLnA L Apply Colour To Al Group: I GOFHELFFGS |RIF o ronEaLLE
Pl GRS ZOPA A AR T e - e - - - oS L Text Colour. e L R g - R 3 0% A H—_
S TSR DAENEA N LA I MHHLLE S ADMATA L EI.PFIIHWIIGTVLV L KNFAE EPI'\’ \-’ HHFTRDIIA 91
|GeER DA - o ER Aty g o (Bl Bicriimc | aUGL - B L
Mone
Corservation . Clustaibe - - - l . - I ]
.......... x| BLOSUME2 Score TToisirarrenaes 53
bty . *  Percentage |dentity - I Baul I In I . - I
Zappo
i o F (P
Conssnsus _
Hydrophobicity L oL v
PAHF L LE S AT LAy . . IELP =DR T+ + A0 +AP LLL+3 LAFAQEF SEG+P 1S CFSPENF S +RgA
Helix Propensity
Oocupancy Strand Propensity
I =
Turn Propensity
sl sneeCXEr fsars S0 REBH LT BrNGr R r | Buried Index PRI IMGEC LDk s 1w
P IRGR Z0)EA A AASS A TE AYMIDS S| SLLHHE aLsE 1 SELEES BNEs | RLvosm. - Le 1RO - ESS 16
e | A VBN UL o LM o o0 LEnRGT ELR- D5 — c—s: srm.TsELun. LB | BN CHRAAE GRAr I - TEKG ) -GS K 109
OISR OTIPANDGE HUMAN T AF DS T S HICSDLKE IME LB INRA ] 1KARKS AROLOMRDGACS 171
sosermen o B Bl .l_llh-l_J_ﬁ
JIEE05S S5476-34 whte B BAadsT  B4FT @B -TH-- - ------------------TIoITT=
"
ity
el il oo Boma w1 ainiiteeten Saal el
" I
Conzenzus " L F
AVOS Y Cive e LR+ H ALFW e P s e S LeF [+ ELORATHAAT v+ 40+ 4RO+ 4R G458
COcoupancy
e Abowve ldentity Threshold - - o
Modify ldentity Threshold. ..

Figure 3.12 : Programme Jalview avec les différentes options de couleurs.

Nous avons choisi 1’option « Percentage Identity » dans laquelle les résidus sont colorés
selon leurs pourcentages d’identité dans chaque colonne, qui est en accord avec la séquence
logo consensus représentée par les différentes hauteurs des résidus en fonction de leurs
fréquences par colonne. Seuls les résidus qui sont en accord avec le résidu consensus sont

colorés (figure 3.13).

60% Light blue
>40% Light grey
‘ <= 10% H White ‘

Figure 3.13 : Couleurs selon le pourcentage d'identité « PID ».
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De plus, le programme permet d’analyser la conservation de chaque groupe de séquence
en se basant sur la méthode de Livingstone et Barton (1993), prenant en considération les

propriétés physico-chimiques des résidus. Le calcul de la conservation sera représenté sous

I’alignement sous forme d’histogrammes.
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Chapitre IV Résultats et interprétation

1 La CX23 possede quatre domaines transmembranaires
1.1 Analyse de la CX23 par ProtScale

Le programme ProtScale a permis d’obtenir les résultats suivants sous forme de
diagramme appelé « profil d’hydropathie ».

Au niveau de ce diagramme, I’axe des ordonnées représente 1’indice d’hydropathie, et
celui des abscisses montre les différentes positions des acides aminés de la séquence protéique
analysée.

L’analyse du profil d’hydropathie de la CX23 indique la présence de quatre régions
hydrophobes correspondant a quatre séquences notées : 25-43 ; 75-93 ; 111-129 ; 171-189. De
plus, ce profil montre la présence de cing régions hydrophiles : 1-24 ; 44-74 ; 94-110 ; 130-
170 ; 190-205 (figure 4.1 A).

La représentation des différents domaines hydrophobes de la CX23 (figure 4.1 B) est
faite a I’aide du logiciel DOG2.0 (Ren et al., 2009), servant a la visualisation des structures

en domaine des protéines.

ProtScale output for user_sequence

Hphob. / Kyte & Doolittle :
2
1.5
'\
o 1 f
S \
9 05
0 "\f'
A 0.5
-1 i i ; .
50 100 150 200
Position
B
|
1 25 43 75 93 "1 129 171 189 205

A: Profil d’hvdropathie dela CX23. B: Représentation en domaine de la CX23.

Figure 4.1 : Profil d’hydropathie de la CX23 avec la représentation en domaine.
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1.2 Analyse de la CX23 par AG predictor :

En plus du programme ProtScale utilisé pour la caractérisation des régions
transmembranaires, nous avons utilisé un deuxiéme programme qui prédit les hélices
transmembranaires d’une séquence protéique appelé AG predictor.

Les résultats sont obtenus sous forme d’un diagramme ou 1’axe des ordonnées
représente AGapp pour la différence d'énergie libre apparente correspondante, et 1’axe des
abscisses représente la position centrale de I’hélice.

L’analyse du diagramme d’hydrophobicité de la CX23 montre également la présence de
quatre domaines hydrophobes (figure 4.2). Les couleurs présentes sur la figure montrent les

différentes tailles d’hélice utilisées (19-23).
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Figure 4.2 : Diagramme d'hydrophobicité de la CX23.
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1.3 Analyse de la CX23 par TOPCONS
TOPCONS est le troisieme programme utilisé dans ce travail pour la prédiction de la
topologie de la CX23. Ce programme implémente cing algorithmes différents. La prédiction
est présentee sous forme de schéma qui montre les domaines de la CX23 en précisant leur
localisation (intérieur/extérieur) et leur orientation (intérieu— extérieur et vice versa).
L’analyse de la représentation schématique de la CX23 montre la présence de quatre
régions transmembranaires hydrophobes avec une indication sur les extrémités N- et C-

terminales qui sont intracytoplasmiques (figure 4.3).

= |nside == Outside [ TM-helix IN->OUT) I TM-helix (QUT->IN) [ Signal peptide

TOPCONS | E— |_ — L
OCTOPUS | — I — e
Philius 1 | 1 -
PolyPhobius | " I " L
SCAMPI " I " -
SPOCTOPUS 1 I EE— -

Figure 4.3 : Topologie membranaire de la CX23 prédite par TOPCONS.

Inside désigne intérieur ; outside désigne extérieur ; TM-helix (IN—»OUT) désigne hélice o
transmembranaire disposée de ’intérieur vers 1’extérieur ; TM-helix (OUT — IN) désigne
hélice o transmembranaire disposée de ’extérieur vers ’intérieur ; signal peptide désigne
peptide signal. OCTOPUS, Philius, PolyPhobius, SCAMPI et SPOCTOPUS représentent les
cinq programmes qu’utilise TOPCONS.
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1.4 Prédiction de la topologie de la CX23 par les trois méthodes

Les prédictions de la CX23 a ’aide des trois programmes ProtScale, AG predictor et
TOPCONS sont données dans le tableau 4.1. Ces derniers ont tous montre que la CX23
possede quatre domaines transmembranaires hydrophobes en hélice a notés : M1, M2, M3,
M4,

Aprés I’analyse des résultats des trois programmes, nous avons choisi les séquences des
domaines transmembranaires de la CX23 prédites par TOPCONS correspondent aux
segments : Q22-A42 ; S76-A96 ; S119-G139 ; F172-F192. Ces résultats nous ont permis de
représenter les différents domaines transmembranaires a 1’aide du logiciel de visualisation des

structures en domaines des protéines DOG2.0 (Ren et al., 2009) (figure 4.4).

Tableau 4.1 : La prédiction des domaines transmembranaires de la CX23 par les trois

programmes.
M1 M2 M3 M4

ProtScale 25-43 75-93 111-129 171-189
AG predictor 25-45 75-97 111-133 179-201
OCTOPUS 22-42 76-96 119-139 172-192

CX23 Philius 21-43 77-97 112-135 172-196
PolyPhobius 21-41 76-98 115-136 172-195
SCAMPI 24-44 75-95 120-140 172-192
SPOCTOPUS 21-41 76-96 119-139 172-192
TOPCONS 22-42 76-96 119-139 172-192

CX23 M1 M2 M3 M4
1 22 42 76 96 119 139 172 192 20%

Figure 4.4 : Représentation en domaine de la CX23.
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2  Sites des modifications post-traductionnelles de la CX23
Il faut noter qu’aucune étude n’a été faite concernant la prédiction des modifications

post-traductionnelles de la CX23.

2.1 La CX23 ne présente aucun site de glycosylation

L’analyse de la CX23 par les programmes NetNGlyc et NetOGlyc de la N-glycosylation
et la O-glycosylation respectivement n’a montré aucun site de glycosylation. Ce résultat est en
accord avec les études déja établies sur la glycosylation des autres isoformes des connexines
(Martin et Evans, 2004 ; Saez et al., 2003). Cependant, I’étude de Rahman et
collaborateurs (1993) a montré que la CX32 est N-glycosylée.

2.2 La CX23 est phosphorylée

L’analyse de la CX23 par le programme NetPhos a prédit certains sites de
phosphorylation. En se basant sur I’alignement des 21 isoformes (figure 1.3) nous avons
choisi parmi les sites prédits par le programme deux sites qui sont les plus conservés chez les
connexines et notamment les connexines 43, 32 et 26 qui sont les plus étudiées et les plus

ubiquitaires.

Le premier site prédit, le résidu Y65 (tyrosine 65) de la premiere boucle extracellulaire
(boucle E1), appartient au motif conservé VCY*D conservé dans la majorité des connexines.
La phosphorylation sur des résidus tyrosine dans les domaines extracellulaires n’est bien
élucidée. Cependant, Bordoli et collaborateurs (2014) ont identifié une protéine VLK
« vertebrate lonesome kinase » comme étant la premiere protéine tyrosine Kkinase
extracellulaire qui phosphoryle les protéines dans la voie sécrétoire et les domaines
extracellulaires des protéines. Cela nécessite plus d’études pour confirmer si certainement le
résidu Y65 de la CX23 est phosphorylé par cet enzyme. Le motif VCY*D présente le résidu
C64 conservé dans toutes les connexines qui sert avec les autres cystéines des deux boucles
extracellulaires a les lier et les maintenir en une conformation compacte et rigide pour
qu’elles puissent interagir avec les boucles des connexines voisines en formant un canal

jonctionnel.

Le deuxieme site prédit, le résidu T72 (thréonine 72) de la premiére boucle
extracellulaire (boucle E1) qui appartient au motif conservé P-[IVL]-[ST*] dont le résidu
thréonine de la CX23 est remplacé par un résidu sérine chez les autres isoformes. Plusieurs
protéines sérine/thréonine kinases extracellulaire appelées « ecto-kinases » ont été identifiées
comme la PKA, PKC et CKII (Yalak et al., 2014). Comme il a été reporté que la CX26 est
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phosphorylée sur des résidus T177, S183 et T186 de la deuxieme boucle extracellulaire
(boucle E2) par des ectokinases (D’hondt et al., 2013).

2.3 La CX23 est palmitoylée

La recherche des sites putatifs de palmitoylation par I’utilisation du programme CSS-
Palm a montré que la CX23 est palmitoylée sur le résidu C13 (cystéine 13) qui se trouve au
milieu du domaine N-terminal. Par ailleurs, il a été constaté que la CX32 présente également
deux sites de palmitoylation qui sont les résidus C277 et C283 de la queue C-terminale de

cette connexine (Locke et al., 2006).

2.4 La CX23 présente des sites de clivage par les caspases
Afin de prédire les sites de clivage de la connexine23 humaine nous avons opté pour le
programme PROSPERous qui offre une grande spécificité et une grande fiabilité. Nous avons

choisi les deux meilleurs résultats en utilisant la caspase-3.

De nombreux travaux ont identifié le site de clivage des protéines DXXD{ par la
caspase-3 ou D est ’acide aspartique, X acide aminé quelconque et | désigne le site de

clivage (Talaniane et al., 2011).

La protéolyse des connexines est associée surtout a la CX46 et la CX50 exprimées dans
les fibres du cristallin comme la connexine23 (D’hondt et al., 2013). Yin et collaborateurs
(2001) ont montré que la Cx45.6 (poule) qui est un orthologue de la CX50, exprimée
également dans les fibres du cristallin, constitue un substrat direct pour la caspase-3 et elle est

clivée entre les résidus G361 et E367 du domaine C-terminal.

Pour la CX23 le programme a prédit deux sites de clivage. Le premier site est le résidu
D56 (acide aspartique 56) appartenant & la séquence **DPD [k®' qui se trouve dans la premiére
boucle extracellulaire. Le second site prédit est le résidu D149 (acide aspartique 149) situé

dans la séquence “**CDJAR™ qui se trouve dans la deuxiéme boucle extracellulaire.

D’autres études devront étre envisagées pour confirmer ces sites de clivage car les

séquences prédites ne correspondent pas parfaitement au motif DXXD} connu.

3 Topologie membranaire présumée de la CX23
Le programme Protter nous a permis de tracer la topologie tout en combinant les
résultats obtenus des différentes analyses effectuées concernant la prédiction des domaines

transmembranaires et les modifications post-traductionnelles de la CX23.
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La topologie de la CX23 montre la présence de quatre domaines transmembranaires,
deux boucles extracytoplasmiques, une boucle intracytoplasmique et des extrémités N- et C-
terminales intracytoplasmiques. Les deux boucles extracellulaires sont caractérisées par la
présence de deux résidus cystéines conservés dans chacune. Le domaine C-terminal est trés
court (13 acides aminés) compare au domaine C-terminal des autres connexines tel que celui
de la CX43 (155 acides aminés) et celui de la CX32 (75 acides aminés) (Willecke et al.,
2002). Par ailleurs, les sites des différentes modifications post-traductionnelles sont aussi
indiqués, a savoir la phosphorylation (Y65, T72), la palmitoylation (C13) et le clivage par les
caspases (D56, D149) (figure 4.5).

Domaines transmembranaires
@ Proteolyse
B Palmitoylation
4 Phosphorylation
@ Cysteine

extra

Figure 4.5 : Topologie membranaire présumée de la CX23 représentée par le programme Protter.

47



Chapitre IV Résultats et interprétation

4 Alignement de la CX23 avec les trois hPanx

A T’aide du programme T-Coffee (Notredame et al., 2000) qui sert a 1’alignement
multiple des protéines, nous avons analysé la séquence de la CX23 avec les séquences des
trois hPanx afin de rechercher les éléments qui définissent la présence de 1’homologie entre

ces protéines.

L’alignement effectue par T-Coffee a été édité par le programme Jalview version
2.10.4b1 (Waterhouse et al., 2009). Les acides aminés identiques sont ombrés en bleu foncé

et les acides aminés similaires sont ombreés en bleu péle.

Le programme T-Coffee a permis d’obtenir une matrice qui contient les scores des
alignements par paires des quatre protéines. Pour chaque paire de séquences est donné un
pourcentage d’identité. La diagonale présentant les 100% sépare la matrice en deux triangles

symétriques (figure 4.6).

Afin de pouvoir comparer les pourcentages d’identité de la matrice en fonction des
paires des séquences de la CX23 avec chaque hPanx, nous avons utilisé la couleur rouge pour
les distinguer. A partir de cela, nous avons constaté que 1’alignement de la CX23 et la hPanx2

présente le pourcentage d’identité le plus élevé avec 17,24%.

| 3 3 “a
1L.CHK23 100.00 |:L3.:-'9| |1:-'_24] |15-:-'5|
2 PANX3 13.79 HHHE‘L‘D&Q\E_} 28.46
S PANNZ 17F.Za 28._46 H:[ﬁo:agﬁ 26.01
AP AN 16.75 4309 26.01 ﬂ;‘t_}'_@“ﬁo

Ladiagonale de

la matrice

Figure 4.6 : Matrice de pourcentage d'identité de la CX23 et les trois hPanx.

En examinant la figure 4.7, nous constatons que la CX23 présente une homologie de
séquence avec les hPanx dans le domaine Nt, les boucles extracellulaires et les domaines
transmembranaires. Cependant, la boucle intracytoplasmique et le domaine Ct ne montrent

aucune similarité et présentent des séquences et des longueurs tres diversifiées. Cela est
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traduit par le grand nombre des insertions « gap » introduites de fait que la CX23 est trés

courte par rapport aux pannexines.
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Figure 4.7 : Alignement multiple de la CX23 et les trois hPanx.

4.1 Alignement de la CX23 et les hPanx montrant les domaines Nt, M1, la boucle E1 et

M2

L’analyse de I’alignement au niveau du domaine Nt, M1, la boucle E1 et le domaine M2

(figure 4.8), montre que ces régions présentent certains acides aminés conservés. Les acides

aminés les plus conservés sont T, L, F et A dans le domaine M1 et L, A et Y dans le domaine

M2 comme on peut I’observer dans 1’histogramme et les séquences logo. Ces acides aminés

sont pour la plupart de nature hydrophobe.
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La boucle E1 présente elle aussi quelques conservations, elle contient deux cystéines
tres conservées avec la présence de quelques insertions au niveau de la CX23 indiquant que la
boucle E1 est plus courte que celle des hPanx. Les conservations ont permis de définir une

séguence consensus au niveau de cette boucle qui correspond a la séquence suivante :
C-X(1,2)-P-X(4,10)-[AV] - X (3)-C - [WY]

4.2  Alignement de la CX23 et les hPanx montrant la boucle I, les domaines M3, la
boucle E2 et M4
L’analyse de la boucle intracytoplasmique de la CX23 avec les trois hPanx ne présente
aucune similarité comme le montre I’histogramme des conservations donc les séquences de

cette boucle sont tres différentes (figure 4.9).

En examinant 1’alignement au niveau du domaine M3, la boucle E2 et le domaine M4
(figure 4.9), nous constatons que ces régions sont moins conservees. Les acides aminés les
plus conservés dans le domaine M3 sont L et Y. Le domaine M4 ne contient aucun acide

aminé conserveé.

La boucle E2 présente moins de conservation par rapport a la boucle E1. Cependant les
deux résidus cystéines sont trés conservés avec la présence des insertions au niveau de cette
région de la CX23 qui indiquent la différence de la longueur de sa boucle par rapport a celles
des hPanx. Ces conservations permettent de définir une séquence consensus au niveau de

cette boucle qui correspond a la séquence suivante :
C-X(12,19) - C - X-[LV]

Les deux cystéines hautement conservées des boucles extracellulaires E1 et E2 semblent
étre impliquées dans la formation de ponts disulfures intramoléculaires qui stabilisent ces

domaines sous forme de tonneau B (Foote et al., 1998).
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Figure 4.8 : Alignement multiple de la CX23 avec les hPanx montrant les domaines Nt, M1, boucle E1, et le domaine M2.
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Figure 4.9 : Alignement multiple de la CX23 avec les hPanx montrant la boucle I, les domaines M3, boucle E2, et le domaine M4.
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Conclusion

Les protéines membranaires sont trés importantes de par les fonctions qu’elles assurent.
Elles sont impliquées dans le transport des molécules a travers la membrane plasmique et la
signalisation cellulaire. Dans le génome humain 21 isoformes de connexines ont été
identifiées. Cependant, il n’existe que trois isoformes de pannexines. La CX23 est une
isoforme particuliere qui appartient & la famille des connexines en partageant des
caractéristiques avec les pannexines telles que le nombre des résidus cystéines dans les

boucles extracellulaires et la formation des hémicanaux.

Dans ce travail, nous avons fait une analyse structurale et fonctionnelle de la CX23 au
moyen d’outils informatiques. En premier temps, nous avons caractérisé les differents
domaines de la CX23 en mettant 1’accent sur les résidus essentiels par la prédiction des
modifications post-traductionnelles. Puis, nous avons utilisé les séquences de la CX23 et les

trois hPanx afin de montrer les régions conservées entre ces protéines.

L’étude de la topologie avec les programmes ProtScale, AG predictor et TOPCONS a
montré que la CX23 est une protéine membranaire a quatre passages transmembranaires
exposant deux boucles extracellulaires et une boucle intracytoplasmique avec des extrémités

N- et C-terminales intracytoplasmiques dont 1’extrémité C-terminale est trés courte.

Les résultats de 1’étude des modifications post-traductionnelles ont montré que la CX23
contient des sites de phosphorylation, palmitoylation et protéolyse. Cependant, elle semble ne

contenir aucun site de glycosylation.

L’alignement multiple des séquences de la CX23 avec les trois hPanx réalisé par le
programme T-Coffee a révélé que les deux résidus cystéines dans chaque boucle

extracellulaire de ces protéines sont trés conservés.

En perspective, ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles recherches concernant la
connexine23. Pour cela, nous suggérons de reprendre la prédiction des différents sites des
modifications post-traductionnelles avec d’autres programmes. Nous pourrions aussi prédire

la structure secondaire et tertiaire de la CX23 qui n’a pas encore été élucidée.
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Résumé

Dans le génome humain 21 isoformes de connexines ont été identifiées servant & la formation des canaux
jonctionnels. Cependant, il n’éxiste que trois isoformes de pannexines servant a la formation des hémicanaux.
Dans ce travail, nous avons fait une analyse structurale et fonctionnelle de la connexine23 (CX23) aux moyens
d’outils informatiques. En premier temps, nous avons caractérisé les différents domaines de la CX23 en mettant
I’accent sur les résidus essentiels par la prédiction des modifications post-traductionnelles. Puis, nous avons
utilisé les séquences de la CX23 et les trois hPanx afin de montrer les régions conservées entre ces protéines.
L’étude de la topologie avec les programmes ProtScale, AG predictor et TOPCONS a montré que la CX23 est
une protéine membranaire a quatre passages transmembranaires exposant deux boucles extracellulaires et une
boucle intracytoplasmique avec des extrémités N- et C-terminales cytoplasmiques. Les résultats de 1’¢tude des
modifications post-traductionnelles ont montré que la CX23 semble contenir des sites de phosphorylation,
palmitoylation et protéolyse. Cependant, elle semble ne contenir aucun site de glycosylation. L’alignement
multiple des séquences de la CX23 avec les trois hPanx a été réalisé par le programme T-Coffee révélant que
les deux résidus cystéines dans chaque boucle extracellulaire de ces protéines sont tres conserves.

Mots clés : connexines, pannexines, CX23, modifications post-traductionnelles, alignement multiple

Abstract

In the human genome, 21 connexin isoforms have been identified that are used for the formation of junction
channels. However, there are only three pannexin isoforms for the formation of hemicanals. In this work, we
performed a structural and functional analysis of the connexin23 (CX23) using computer tools. First, we
characterised the different domains of CX23, focusing on the essential residues by predicting post-translational
modifications, Then, we used the sequences of CX23 and the three hPanx to show the conserved regions
between these proteins. The study of the topology with the ProtScale, AG predictor and TOPCONS
programmes showed that CX23 is a four-pass transmembrane membrane protein exposing two extracellular
loops and a intracytoplasmic loop with cytoplasmic N- and C-terminal extremities. The results of the post-
translational modification study suggested that CX23 appears to contain sites of phosphorylation,
palmitoylation and proteolysis. However, it does not appear to contain any sites of glycosylation. The multiple
alignment sequences of the CX23 with the three hPanx was performed by the T-Coffee programme, revealing
that the two cysteine residues in each extracellular loop of these proteins are highly conserved.

Keywords: connexins, pannexins, CX23, post-translational modifications, multiple alignment
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