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cerevisiae. 153
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issues des protéomes (proté nes prédites) de Plasmodium fal ciparum, Homo sapiens,
Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae 153
Figure 94 : Didtribution du nombre de régions de répétition contenues dans les protéines de
Plasmodium fal ciparum. 154
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Introduction générale

Le terme de «génome» a éé introduit en 1920 par Hans Winkler pour désigner
I’ensemble haploi de des genes d'un organisme. La nature du gene éait encore inconnue. Puis,
vers les années 1950, ’ADN a éé identifié comme support du matérid génétique. La
compréhenson du génome implique une éude fonctionndle afin d'identifier les informations
génétiques qu'il contient, sructurde pour conndtre les différents niveaux d organisation qui
le compose et évolutive pour comprendre le génome actudl.

Les sx premiers mois de cette thése ont &é consacrés a la poursuite d'une éude
menée sur la présence d évenements de duplications de génes ou de portions de génomes
entre la séparation des invertéorés et des cordés. En effet, des comparaisons de la quantité
d'ADN chez des organismes modées comme |'amphioxus et certains mammiferes ont permis
de proposer un moddle d évolution des vertébrés impliquant deux évenements de duplications
«2R» [OHNO, S. 1970; OHNO, S. 1993]. La premiére duplicaion aurat eu lieu a la
séparation des Céphalocordés et la seconde lors de I'apparition des vertébrés a méchoires,
Aingd, les génomes des vertéorés tendraient a présenter souvent quatre copies de la méme
famille de génes dors que les génomes invertébrés ne possederaient qu’une seule copie. Pour
vérifier cette hypothese des «2R», il faudrat pouvoir comparer les familles de genes
dupligués chez les vertébrés avec le génome d'une espéce proche, mas Stuée avant les
événements de duplication sur I'arbre phylogénéique des Chordés. La phylogénie de cet
embranchement indiquait I'amphioxus comme un bon modde car il fasat I'objet de
recherches de synténies locdes [ABI-RACHED, L. e a., 2002] & se placait juste avant les
«2R», mas son génome n'éait pas encore séquencé. En 2002, le génome de Ciona
intestinalis, qui e gStue juste avant I'amphioxus dans I’arbre des Chordés, a été sequence.
Nous avons donc chois d éudier cette espéce pour voir S cet embranchement possédait les
caractérigiques d'un génome non dupliqué a grande échelle, pour laquelle une seule copie de
gene est présente en quatre exemplaires chez les vertéorés.

Cette étude, qui ne sera pas présentée dans ce manuscrit, est détaillée dans un article
stientifique [LEVEUGLE, M. et a., 2004] (aticle ins&ré ala fin de la these). Ce travall a é&é
mené conjointement avec Magdie Leveugle qui a présenté sa these intitulée « Evolution et
duplications des génomes de vertéorés: Base de données et phylogénie » en novembre 2004
[LEVEUGLE, M. 2004].
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Un défi important de |'ére post-génomique est de pouvoir déerminer les fonctions
des protéines codées par les génomes e les interactions qu eles operent entre dles. La
prédiction et la caractérisation expérimentae des structures de ces protéines sont au caar de
cette problématique, puisque les fonctions des protéines sont tres générdement tributaires de
leurs conformations. Le traitement automatique des données brutes issues des génomes par les
voies dandards de la bioinformatique (recherche de smilarités de séquence, reconnaissance
de repliement, ...) laisse cependant bon nombre de séquences de protéines orpheines de
familles gructurdes et fonctionndles, ce qui rend leur caractérisation délicate. Aind, une part
importante des protéomes, dlant jusqu'a 60% des protéines prédites dans le génome de
Plasmodium falciparum [GARDNER, M. J et da., 2002], échappe a une prédiction
fonctionnelle. Cependant, ces séquences pouraient souvent étre reliées a d autres, mais dles
ont tellement divergé au cours du temps qu' elles ne partagent plus en commun que quelques
résdus essentids a leur repliement et a leur fonction, de sorte que leur parenté reste non
sgnificativement identifiée par les agorithmes classiques de comparaison de séquences. Par
alleurs, ces protéines sont souvent condtituées de plusieurs domaines, dont la talle n'excede
pas 400 acides aminés, et contiennent parfois des régions de faible complexité de sequence.

Un traitement efficace des protéomes nécessite donc de pré-découper les séquences
en leurs différents domaines, qu'il est dors plus aisé de comparer aux banques de données, en
évitant de nombreux biais, que ce soit par les recherches littérades classques (BLAST, PSI-
BLAST) ou par expertise a |I'ade de méthodes de recherche de motifs ou a I'ade de la
méthode Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) [CALLEBAUT, I. et d., 19974].

Dans ce contexte, le but de mon travall de thése a &é de mettre au point un
programme de découpage systématique e automatique des séquences, utilissble a grande
échelle sur des protéomes complets et basé sur la notion de texture 2D des séquences. Par
rapport a d’autres méthodes [GEORGE, R. A. et a., 2002b; RIGDEN, D. J. 2002], cette
démarche possede I'avantage de pouvoir étre effectuée a partir d'une seule séquence, en
I'absence de similitudes avec dautres séquences, et permettrait de compléter d autres
approches de découpage «ab-initio», qui reposent sur I'utilisation de différents criteres,
comme l'entropie [GALZITSKAYA, O. V. e d., 2003] ou la prédiction de sructures
secondaires[MARSDEN, R. L. et d., 2002], [SUYAMA, M. et d., 2003].

La méhode HCA, développée au sein du département de Biologie Structurde de
I'IMPMC et que je décrira en déail dans la premiere partie de ce manuscrit, ne repose pas

uniquement sur une andyse littérde (acide aminé par acide aminé) des Ségquences de
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protéines, a la source méme des limitations des méthodes d'andyse classque utilisées, mais
sur une andyse de cdles-ci au travers de leurs structures secondaires, €éments beaucoup plus
stables face ala divergence des sequences considérées. Un second aspect de la méthode HCA
est sa capacité a fare ressortir visudlement des régions présentant une texture particuliere
dans les s&quences. En effe, la trangposition bidimensonnelle HCA des séquences protéiques
en acides aminés permet une éude de leur texture plus pertinente que celle qui purrait ére
directement menée en une dimension (1D). La texture d'une protéine et souvent loin d ére
uniforme et révele la présence de régions de dructures différentes, par exemple des domaines
globulaires (caractérisés par une texture réguliere d’amas hydrophobes de taille moyenne et
couvrant environ un tiers de la surface), des domaines membranaires (caractérisés par de
longs amas hydrophobes), des domaines non structurés présentant peu d'amas hydrophobes.
La ddimitation et la caractérisation de ces domanes, de quelques dizaines a quelques
centaines d'acides aminés, sont crucides pour décrypter efficacement les séguences dans
I'optique d'une éude a grande échelle des génomes séquencés. Cette texture 2D des
saquences, tdle gu'offerte par HCA, pourrait ére égdement mise a profit pour éudier plus
avant les caractériiques des séquences non globulaires, formant une part importante des
protéomes et qui apparaissent intrinsequement non gructurées ou adopteraient des Structures
non globulaires dont b conformation reste inconnue [WRIGHT, P. E. et d., 1999; DUNKER,
A. K. et a., 2001a; DUNKER, A. K. et a., 2001b]. Dans ce contexte, nous avons essayé
d' extraire des régions de différentes textures dans les séquences protéiques en adaptant
certaines méthodes d anadyse de texture utilisées en imagerie médicae.

Dans la premiere patie de ce traval, je présentera une breve description des
structures protéques, de la méhode Hydrophobic Cluster Analyss e des méhodes d' andyse
de texture. Dans une deuxieme partie, je détallera notre utilisation des méhodes d andyse
de texture pour tenter de délimiter des régions caractéristiques au sein des protéines (chapitre
V). Je présenterai égdement DomHCA, un outil de prédécoupage automatique des séquences
en domaines dructurés, domaines non dructurés et passages membranaires (chapitre V) et
autres régions de répéitions (chapitre VI) que j'a développé dfin deffectuer un premier
découpage rapide, automatique e a grande échelle des séquences protéiques des génomes

saquences, comme par exemple celui de Plasmodium fal ciparum (chapitre V11).
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Premiere partie :
Geénéralités sur I'analyse de la texture des

séquences protéiques
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Chapitre |

Structure des protéines : généralités

1 Architecture des protéines

Les protéines sont un des @éments essentiels au maintien des processus nécessaires
ala vie Ce sont des polymeres biologiques d'une grande variété fonctionnelle et structurde.
Elles représentent une des classes les plus importantes des molécules biologiques en raison de
leur capacite, entre autres, a catdyser spécifiqguement une réaction, a s auto-assembler
(oligomére), a trangporter des ions ou de peites molécules a travers différents milieux
cdlulaires, ou aréguler I'expresson des génes. Ce sont ces genes eux-mémes qui codent pour
les protéines. Les régions codantes des genes (ADN) sont transcrites en ARN messagers, puis
ceux-ci sont traduits en ségquences d'acides aminés par les ribosomes qui dlongent les chaines
polypeptidiques par formation séquentidle de liasons peptidiques (CO-NH) entre le
groupement acide d'un acide aminé et le groupement amine de I'acide aminé suivant. Chaque
acide aminé est congitué d'un carbone (appelé carbone Ca), subgtitué par un groupement
carboxyle (COOH), un groupement amine (NH2), un atome d hydrogene (H) et un radicd R.
Les radicaux R sont appelés chaines latérdes, dors que les atomes Ca, N, C et O condtituent
la chaine principade de la proténe ou squelette. La nature des radicaux confere au résdu des
propriétés chimiques particulieres (hydrophobie, charge, flexibilité, encombrement stérique).
Une des plus importantes et I'hydrophobie, consdérée comme le moteur du repliement
protéique [KOSHI, J. M. et a., 1997; LADUNGA, |. et d., 1997].

La chalne principde a une conformation définie pour chague résidu par trois angles
diedres: y, j e w (Figure 1). L’angle phi ) est I'angle de rotation autour de la liaison N
Ca, l'angle ps (/) est I’angle de rotation atour de la liaison Ga-C'. La liaison peptidique et
plane e en conformaion trans (w=0) dans la mgorité des cas, pour des rasons
d encombrement stérique (seule la proline et en conformation cis dans 10% des cas). Les
deux angles diedres y et j permettent de définir les conformations énergétiques favorables de
la chaine polypeptidique dans I'espace e de préciser les interactions entre les différents
groupements portés par les acides aminés [RAMAKRISHNAN, C. et al., 1965].
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Figure 1 : Représentation d'une chaine polypeptidique.
L’angle de rotation autour de la liaison NCa est I'angle phi § ) et celui autour de la liaison Ca-C’ est
I"angle psi (y ).Figurereproduite de http:/Mmww.ujf-grenoblefr/Bl O/Gurvan/phi_ps.html.

Les contraintes gériques sont minimales pour la glycine (-180° < F < 180°) et
maximaes pour la proline (-90° < F < -40°). Tous les acides aminés hydrophobes ont
normaement desangles F négatifs.

L'enchainement des acides aminés le long de cette chaine est la dructure primaire
ou tquence de la protéine. Cette séquence renferme I'ensemble des informations nécessaires
au repliement dela protéine [ANFINSEN, C. B. 1973].

2 Structure secondaire des protéines

Les groupements amines e carboxyles des résdus de la chaine principde sont
cgpables de former des liaisons hydrogene, donnant naissance a des segments polypeptidiques
caractérisss par des répdtions réguliéres locales. Ces régions appelées « structures
secondaires régulieres» minimisent les répulsons sériques entre les chaines latérdes des
différents acides aminés, et maximisent le nombre de liasons hydrogéne: dles sont donc
énergétiquement favorisées. Les angles possbles et les gdructures qu'ils engendrent le plus
souvent sont représentés sur un diagramme de Ramachandran [RAMAKRISHNAN, C. et a.,
1965].

L'héice a (Figure 2 a gauche), l'une des deux Structures secondares régulieres, se
présente sous la forme d'un enroulement hdicol da de la chaine d'acides aminés gtabilise par
des interactions hydrogénes entre les résdus i et les résdus i+4, dont le pas et de 3.6 acides
aminés par tour. Les hélices a sont plus ou moins longues, dlant de 45 acides aminés a40
acides aminés, la longueur moyenne éant de 12. Certans acides aminés se retrouvent
pré&férentidlement dans les hélices a. L'daning la leucine I'acide glutamique et la
méthionine sont des acides aminés formateurs d'hélice a. A I'inverse, on rencontre peu de
glycine, de tyrosne, de srine et de proline. De plus, une proline sera plus souvent au début
d'une hdlice a quala fin [ALBERTS, B et d., 1997]. S tous les résdus (ou la plupart) sont
hydrophobes sur une face de I'ndlice, I'autre face étant tapissée de résidus hydrophiles, I'héice
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a adopte un caractére amphiphile qui peut lui permettre de sSassocier a dautres faces
hydrophobes (d' hélice a, de membrane, de feuillet b, etc...).

L’'autre type de structure secondaire réguliere et le brin b, dont |’ association forme
les feuillets b (le brin b isolé é&ant tres peu sable). Contrarement a I’hélice a qui et une
dructure continue, le felilled b est condruit par I'assemblage de plusieurs régions
polypeptidiques distinctes appelées « brins b » longs en générd de 5 a 10 acides aminés
(Figure 2, a droite). Ces brins sont adjacents, soit paraldement (dans un feuillet b, tous les
brins b sont dignés dans la méme direction), soit antipardldement (les brins b ont des

directions aternées).
La longueur des liasons hydrogéne est différente suivant |'arrangement des brins

b au sain du feuillet: 0,31 nm pour un feuillet de brins pardlées e 0,29 nm pour un feuillet de
brins antiparalléles. Les brins b sont reliés entre eux par des liaisons hydrogene formées entre
le groupement CO d'un résidu d'un premier brin et la fonction NH d'un second brin adjacent.
Cetans acides aminés ont tendance a se retrouver préférentidlement dans les dructures
secondaires de type felillet b : ce sont entre autres la vdine, I'isoleucine et la thréonine. Le

nombre de brins par feuillet varie de deux aune vingtaine, souvent il est comprisentre 3 et 5.

& J ;’H ;f'; ; _
e i A F
i / /
7/ /4

S L i _\': 4

Figure2: Hélicea et feuillet b.
A gauche, Hélice a représentée en ruban, ce style de schématisation est trés utilisé pour repreésenter les
proténes, il permet de mieux appréhender I'architecture globale des structures. A droite, feuillet anti-
paralléle, le sens Nter vers Cter est indiqué sur les brins par une fleche (tiré du site internet:
http:/AMww.ac-or leans-tour s.fr/svt/mol3d/3d/modul e3/html/3page.html).

Un grand nombre de protéines sont condituées par une dternance de sructures
secondaires (hélices a et/ou feuillet b) connectées par des boucles ou des tours, qui sont des

sructures dites non régulieres (“coils’). On réserve générdement le nom de tour ala structure
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qui connecte deux brins b antiparaléles permettant a la chaine polypeptidique de fare un
demi-tour. Les tours sont généralement courts (2 a4 acides aminés en dehors des brins). Le
terme de boucle est plutbt utilis® pour des séguences plus longues (plus de 4 résidus en
générd), qui peuvent aors prendre un plus grand nombre de conformations que les tours. Ces
boucles connectent générdlement des hédlices a entre dles, ans que des hdices a avec des
brins b, ou encore deux brins b spatidement distants. La longueur moyenne des boucles est de
6 a 10 acides aminés. La combinaison d'hélices et de feuillets confere a la protéine un caar
hydrophobe stable. Les boucles sont retrouvées a la surface des protéines et sont largement

exposées au solvant. En conséguence, dles sont riches en acides aminés chargés et polaires.

3 Structure tertiaire et repliement protéique

La dructure tertiaire est formée par I'agencement des structures secondaires entre
dles. Elle et le réalta dinteractions diverses (liasons hydrogene, hydrophobes,
électrodatiques, covaentes comme les ponts disulfures...) entre acides aminés de la méme
chaine principae, mais non voisns dans la siquence. Cette configuration dable et définie, qui
pemet a des acides aminés Séquentidlement éoignés de se retrouver cote a cite, et
primordiae pour I'activité biologique des protéines.

L’'un des facteurs les plus important qui gouverne le repliement d'une proténe e la
digribution de ses chaines latérdes polaires et non polares [BRANDEN, C et d., 1991].
Cdui-ci Seffectue sans réarrangement des liasons covaentes chimiques de la proténe a
I’exception parfois de la formation de ponts disulfures entre des cystéines. Les nombreuses
chaines latérades hydrophobes d'une protéine ont tendance a étre agglomérées a I'intérieur de
la molécule, ce qui leur permet d éviter le contact avec I'environnement agueux. Au contraire,
presque toutes les chaines latérales polaires ont tendance a se placer pres de I'extérieur de la
molécule protéique, ou dles peuvent interagir avec 'eau & avec dautres molécules polaires.
La gabilité du repliement provient des interactions faibles entre les atomes Stués au caar de
la protéine et de ceux exposés au solvant. Ces interactions sont les forces de Van der Wadls,
les liasons hydrogéne e les liasons ioniques. Le repliement d'une protéine s effectue sous
contréle thermodynamique (la forme repliée possede normadement |'énergie la plus basse),
dicté uniquement par I’information contenue dans sa sequence [ANFINSEN, C. B. 1973].

De maniere remarquable, les dructures protéiques ne définissent quun nombre
limité et réduit de repliements didtincts, un repliement (ou « fold ») éant caractérisé par une

disposition unique, ou tres proche, de structures secondaires réguliéres et par une connexion
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(topologie) identique de ces dructures secondaires. Les génomes procaryotes et eucaryotes
codent pour pluseurs milliers de proténes de repliements divers. A I'heure actudle nous
connaissons au niveau dructurd plus de la moitié des types de repliements indépendants
qu' ttiliseraient les protéines. En effet, pour plus de 102 séquences protéiques que
contiendrait la biosphére terrestre, on edtime que seul environ un millier de types de
repliements tridimensionnes indépendants exigeraient [WANG, Z. X. 1998; ZHANG, C. «
a., 1998, GOVINDARAJAN, S. et d., 1999].

Les différentes topologies de repliement sont classées principdement en quatre
familles: «tout a » ou «tout b » quand les hélices ou les brins représentent respectivement
au moins 90% des structures secondaires de la protéine, «a/b » quand il y a une dternance de
brins et d'hélices & «a+b » lorsgu'il y a ségrégation entre deux parties séparées de brins et
d hdlices (Figure 3 et Figure 4). Il existe cependant plusieurs autres catégories regroupant les
protéines multi-domaines, les proténes ayant peu de sructures secondaires et les protéines
membranaires.

Deux bases de données répertorient ces repliements protéiques: SCOP [MURZIN,
A. G. et d., 1995] et CATH [ORENGO, C. A. et d., 1997; HADLEY, C. e d., 1999]. La
banque de données SCOP regroupe les protéines de la Protein Data Bank (PDB) [BERMAN,
H. M. et a. 2000] présentant une reaion de smilaité dructurde e dévolution. La
classfication de SCOP comprend les 5 classes de repliement définies ci-dessus adors que
CATH n'en contient que 4 en regroupant les repliements a/b [ et a+b dans une classe unique
dpha-béta comme défini initidement par Levitt et Chothia[LEVITT, M. et d., 1976]).

(A)

Figure 3 : Exemplesderepliement tout a (A) ettoutb (B).
A gauche, 2MM1 : myoglobine (Homo sapiens); adroite, IMFA : immunoglobuline (Mus musculus).
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Figure4 : Exemplederepliement a/b (A) eta+b (B).
A gauche, 2BNH : Inhibiteur deribonucléase (Sus Scrofa); adroite, 1UBI : Ubiquitine (Homo sapiens).

3.1 SCOP

La cdasdfication SCOP (pour Structural Classfication Of Proteins) comporte
principdement cinq cdasses de repliements: A f(tout a),B (tout b), C(a/b),
D (a+b), auxquelles se sont goutées rapidement les classesE (protéines multidomaines),
F (protéines membranaires et de surface) et G (petites protéines). A ces classes se sont
goutées récemment quatre classes moins bien définies (I, J, K e L) correspondant
repectivement aux proténes « coiled coil » (formant des tresses d' hélices), aux structures
protéiques déterminées a faible résolution, aux peptides et aux moddes de proténes (Figure
5).

Répartition des protéines dans la base SCOP

petites protéines
membranaires
multidomaines
alpha/béta
alpha+béta

béta

Classe de repliement

alpha

0 5 10 15 20 25 30 35

Pourcentage (%)

Figure5 : Répartition desprotéines danslesdi fférentes classes dansla base SCOP (version 1.65 de
décembr e 2003).

Chague classe de repliement comporte trois niveaux de hiérarchie :
- les familles regroupent des protéines ayant un lien de paente. Génédement, dles

présentent plus de 30% d'identité de séquence entre elles. Néanmoins, dans certains cas, leurs
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fonctions e dructures amilaires suffisent a les indure dans une méme famille (par exemple,
les globines forment une famille dont les membres présentent seulement environ 15%
d'identité),

- les super familles rassemblent des protéines présentant une faible identité de ségquence entre
elles mais dont les repliements e fonctions semblent voisins et seraient probablement di a
une origine évolutive commune,

- le repliement regroupe les protéines partageant une mgjorité de structures secondaires dans
le méme arrangement & avec les mémes connexions topologiques. Dans cette classe, on peut
retrouver des protéines présentant des Smilarités structurdes et n'ayant aucun lien de parenté

entredles.

3.2 CATH

La cdlasfication CATH (pour “Class Architecture Topology Homologous
superfamily”) est égdement une banque hiérarchique de structures protéques. Les proténes
sont désignées comme  multi-domaines ou monodomaines, d'aprés trois agorithmes de
reconnaissance de domaines (DETECTIVE [SWINDELLS, M. B. 1995], PUU [HOLM, L.
et a., 1994] et DOMAK [SIDDIQUI, A. S. et a., 1995]). Ces domaines sont classés suivant
quatre niveaux principaux de hiérarchie :
- C: La classe dructurde et définie a partir de la composition en sructures secondaires.
Pour ére quaifiées de tout a, les protéines doivent comporter plus de 50 % d'hélices a et
moins de 5 % de brins b dans leur sructure. De plus, dles doivent avoir plus de 50 %
d interactions ou de contactsaa et moins de 5 % de contacts bb.
Pour étre quaifiées de tout b, les proténes doivent comporter plus de 50 % de feuillets b et
moins de 5 % d'hdéices a dans leur dtructure. De plus, eles doivent avoir moins de 10 %
d interactions ou de contactsa a et plus de 50 % de contacts bb.
Les repliements a/b et a+b sont regroupés dans une méme classe de repliement. Celle-ci est
définie par un ensamble d'hélices a e de felillets b td quil y at entre 15 % e 55 %
d' hdlices a et entre 10 % et 45 % de fevillets b dansle repliement. Contrairement aa +b, Oa /b
contient beaucoup de feuilletsb antipardldes[MICHIE, A. D. et al., 1996].
Une derniére classe contient les domaines protéques avec peu de structures secondaires.
- A: L’architecture décrit I'arrangement spatial des structures secondaires sans tenir compte
de leurs connectivités. Dans ce niveau, sont retrouvées par exemple les protéines adoptant les

architectures en tonneau ou en sandwich trois couches.
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- T: La topologie rassemble des dructures dont I|'architecture e les connexions entre
structures secondaires sont globaement proches [TAYLOR, W. R. et d., 1989].

- H: Les familles de protéines Homologues regroupent les domaines protéiques consderés
comme partageant un ancétre commun e pouvant aingd ére décrites comme homologues. Les
smilarités sont d'abord identifiées par comparaison de séquences puis par comparaison de
sructure. D’autres procédures utilisent les scores de SSAP pour relier des protéines avec un
taux plus faible d identité de siquence [TAYLOR, W. R. et d., 1989].

Il existe une derniere classe (S) qui regroupe les familles de séquences. Cette sous-classe de H

contient les proténes avec des identités de sequence supérieures a35%.

Un méme type de repliement protéique peut donc ére généré par un trés grand
nombre de séquences naturelles, souvent tres différentes entre dles. Depuis la résolution de la
premiére structure protéique en 1960 [KENDREW, JC. et al., 1960], le nombre de structures
résolues n'a cesst de croitre. Aing, la Protein Data Bank (PDB) compte actuellement 31 059
entrées dructurdes (24 mai 2005) [BERMAN, H. M. et a., 2000]. On esime que le nombre
de repliements différents dans la nature e de I'ordre du millier [WANG, Z. X. 1998;
ZHANG, C. et a., 1998; GOVINDARAJAN, S. et a., 1999; WOLF, Y.I. et d., 2000] ce qui
est trés inférieur par rapport aux nombre de séquences connues (banque Non Redondante du
NCBI, 2543 432 séquences en juin 2005) [WOODSMALL, R. M. et a., 1993]. D’autre part,
il apparait que le nombre de séquences ne cesse de croitre dors que la déection de
repliements nouveaux tend adiminuer.

Des domaines protéiques présentant un méme type de repliement ont souvent des
sequences conservées e des fonctions voisnes. Aind, lorsgque deux ségquences protéques
présentent plus de 30 % didentité de séquence, eles adoptent, sauf exception rarissme, un
méme repliement [SANDER, C. et a., 1991, CHOTHIA, C. et a., 1997]. Cependant des
protéines peuvent ére souvent tres divergentes (e.g. 10% d'identité de séquence) et étre tres

gmilaires au niveau de leur Sructure tertiaire et de leur fonction.

4 Les domaines protéigues et régions non

structurées

Les domaines protéiques sont des unités spatides distinctes et compactes adoptant
des repliements indépendants et qui ont souvent une fonction bien spécifique [HOLM, L. &t
a., 1995]. Les domaines dructuraux sont la base de I'architecture des protéines, de leur
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fonction et de leur évolution. Un domaine protéique peut ére présent dans un grand nombre
de contextes : les domaines peuvent Sassocier avec dautres domaines de nature tres différente
et sdon des ordres trés variés. Les domaines protéiques ont des longueurs comprises entre 20
e 400 acides aminés. Les domanes les plus peits (environ 40 acides aminés) sont
générdement dtabilisés par des ions méadliques comme le zinc ou par des ponts disulfures.
Bien que les protéines puissent étre trés longues en s&quence, actuelement peu de domaines
postdant plus de 400 acides aminés ont é¢é identifiés. Des didinctions peuvent ére fates
entre domaines protéiques continus e discontinus. Un domaine continu et formé d'une région
peptidique continue qui se replie pour former un domaine indépendant et unique. Un domaine
discontinu et composé de régions peptidiques non consécutives formant un domaine unique
(Figure 6). L'évolution des protéines a en effet pafois entrainé des insertions de domaines
dans dautres domaines, créant des segments discontinus. Il a é&é mis en évidence sur les
dructures connues quun peu moins dun tiers des domaines dructuraux sont discontinus
[JONES, S. et d., 1998].

Figure 6 : Exempled'un domainediscontinu dansla proténe 2MNR.
La Manddate Racemase (PDB:2MNR) de Pseudomonas putida catalyse I'interconversion des
énantioméres de I'acide mandédlique. Elle se compose de deux domaines, un premier domaine continu
(position 121 a 350) coloré en vert et un second domaine discontinu composé de deux fragments (position 3
a120 et 351 a358), color ésrespectivement en rouge et en bleu.

Les domaines peuvent ére globulares e solubles, ou bien Sintégrer dans des
membranes. Les domaines globulaires condtitutifs d’'une protéine sont souvent séparés par des
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régions peu dructurées, qui présentent peu ou pas de structures secondaires régulieres. 1l a été
montré que ces régions non dructurées permettent d'assurer un grand nombre de fonctions
importantes [DUNKER, A. K. et a., 2002]. Ces régions non structurées semblent assurer leur
fonction via une modulaion dé&ffinité ou de spécificité a I'ade de petits peptides qu dles
contiennent aors que les domaines sructurés assurent leur fonction en formant souvent des
dructures globulaires, parsemées de pdites cavités (souvent le siege de dtes actifs), qui
peuvent auss interagir gréce aleur grande surface de contact [COEY TAUX, K. 2004].

Les régions non dgructurées semblent avoir une dgnature bien particuliere une
complexité (diversité d'usage des 20 acides aminés courants) de séquence faible et un biais
dans la compogtion en acides aminés avec un faible taux en acides aminés hydrophobes
(vdine, leucine isoleucine, méthioning, phényldanine, tryptophane et tyrosne) et une forte
proportion en acides aminés polaires et chargés (glutamine, sé&rine, proline, acide glutamique,
lysne et pafois glycine et danine) [ROMERO, P. et a., 2001; VUCETIC, S. et a., 2003].
Les régions non structurées peuvent étre tres fortement conservées en séquence entre especes.
Un cetain nombre de segments désordonnés se replient en se liant a d'autres molécules
biologiques dors que dautres forment des linkers flexibles qui ont un rdle dans I'assemblage
de grosses structures moléculaires[DY SON, H. J. et a., 2005].

Les caractérigiques d'une grande partie des domaines, obtenus par différentes
expertises, sont regroupées dans des banques de domaines comme SMART [LETUNIC, I. et
al., 2002], PRODOM [SERVANT, F. et ., 2002] ou PFAM [BATEMAN, A. et d., 2002].
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Chapitre 11
La méthode Hydrophobic Cluster Analysis

1 Introduction

Les protéines sont souvent condtituées de régions aux propriétés physico-chimiques
différentes, par exemple des domaines globulaires, des régions membranaires, des régions peu
ou pas structurées. Nous avons voulu dans le cadre de ce travail tirer profit de la capacité qu'a
I’approche HCA a résumer de nombreux déals de la séquence protéique en une rie de
motifs, a partir desquels il est possble de dégager des régions de textures différentes,
correspondant notamment aux différents cas de figures décrits ci-dessus. Aingd, la courbure de
I'espace des séquences 1D dans l'espace tridimensonnd, telle qudle est utiliste dans la
représentation HCA, permet de représenter la séquence d'une protéine de maniere a prendre
en compte les proximités spatiales locales des résidus pour mettre en évidence des signatures,
ou amas hydrophobes, correspondant trés mgoritairement aux faces internes des sructures
secondaires régulieres.

Des domaines globulares sont and caractérisés par une didribution réguliere
d amas hydrophobes de talle moyenne, couvrant environ un tiers de la surface, contrastant
avec la texture de régions membranaires, riches en acides aminés hydrophobes et mimétiques,
ou celle de régions non structurées, généralement pauvres en acides aminés hydrophobes.

2 Fondement de la méthode HCA

Environ les deux tiers des acides aminés dont |"hydrophobie est forte (Vd, lle, Ley,
Phe, Met, Tyr, Trp) sont inclus dans des structures secondaires régulieres (hélices a et brins
b) [CALLEBAUT, I. et d., 19974]. Ces acides aminés hydrophobes ont des propensions pour
des dructures secondaires régulieres a et b largement supérieures aux propensons “"coil” e
peuvent and ére consdérés comme les moteurs de conditution des déments de sructures
secondaires réguliéres. Ce sont donc ces acides aminés hydrophobes qui sont mis en évidence,
puisque ce sont eux qui vont créer, principdement par I'intermédiaire des faces internes des
sructures secondaires régulieres, un réseau dinteraction nécessare a I'obtention d'un
repliement stable. Congtituant le caar hydrophobe de la protéine, ces acides aminés ne sont

pas forcément voisns directs en siquence. Une chaine polypeptidique linéaire ne correspond
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cependant gu’ exceptionndlement a une protéine fonctionndle et il et nécessaire de la replier
ou, en d autres mots, de la courber pour éablir des contacts amoyennes et longues distances.

Aingd, la mé&hode HCA (Hydrophobic Cluser Andyss) [GABORIAUD, C. et 4d.,
1987; CALLEBAUT, I. et d., 19974 et fondée sur la détection et la comparaison d amas
d acides aminés hydrophobes (notamment en talle et forme) par I'intermédiaire d'un support
bidimensonnd. Quatre acides aminés particuliers (P, G, S & T) sont mis en évidence en
utilisant des symboles: la proline (P) conférant une forte rigidité a la chaine protéque et
conddérée comme interrupteur d'amas car ele a tendance a déformer ou interrompre les
hélices et les brins. A I'opposg, la glycine (G), dont la chaine latérde se limite a un aome
d hydrogéne, confere une forte flexibilité a la chaine polypeptidique et est tres représentée
dans les boucles. La sé&rine (S) souvent rencontrée dans les boucles peut se retrouver dans un
environnement hydrophobe (son groupement hydroxyle formant des liasons hydrogéne avec
un groupement carbonyle de la chaine principae). Enfin, la thréonine (T) peut présenter le
méme comportement e, bien qu'ele soit modérément hydrophile, peut remplacer des résdus

hydrophobes comme lavdine dansles brinsb.

3 Représentation HCA : regles de segmentation de la

séqguence en amas

La représentation 2D-HCA donne naissance a des amas hydrophobes de tailles et de
formes trés variées. Le principe du tracé HCA et illustré sur la Figure 7. La méhode HCA
repose sur I'utilisation d'un tracé 2D [GABORIAUD, C. et d., 1987] obtenu en reportant la
squence de la protéine sur une hélice inscrite ala surface d'un cylindre. Ensuite, ce cylindre
e ouvert le long d'une génératrice de maniére ale dérouler dans le plan. Puis, il est dupliqué
afin de retrouver I'environnement préexistant sur le cylindre avant coupure. Les acides aminés
hydrophobes précédemment cités (V, I, L, F, M, Y & W) sont aors mis en évidence en les
entourant et en rassemblant les contours adjacents. Ceux-ci forment and des amas ou

"clusters" hydrophobes.
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Figure 7: Principe de la méthode HCA, illustré sur un segment de la séquence de I'a 1-antitrypsine (tiré
de[CALLEBAUT et al., 1997)).

La séquence (1D), sur laquelle les acides aminés hydrophobes sont représentés en couleur, est inscrite sur
une hélice a reporté sur un cylindre. Celui-ci, coupé suivant une génératrice est déplié et dupliqué afin de
restaurer |’environnement de chaque acide aminé. Les acides aminés hydrophobes sont alors entourés et
les contours adjacents réunis. Ces acides aminés ne se répartissent pas aléatoirement sur le diagramme
(2D) mais forment des amas (« clusters ») dont la position correspond trés majoritairement a celle des
structures secondaires, hélices a et brins b, représentation sur laquelle sont visualisées les chaines latérales
des acides aminés hydrophobes). La forme des amas est de plus indicative de la nature de la structure
secondaire qui lui est souvent associée : ainsi, I'amas vertical vert est associé a un brin b, tandis que
I’'amas horizontal (en jaune et rouge) est associé a des structures hélicoi dales (notons que la rupture
d’orientation de I’amas horizontal est corrélée au découpage de I'hélice en deux éléments dans la structure
tridimensionnelle). Les séquences séparant les amas correspondent tres généralement a des régions de
bouclesreliant lesstructures secondairesentreelles.

Des symboles sont également utilisés pour représenter quatre acides aminés dont les propriétés
structurales sont particuliéres : une étoile pour la proline (vient interrompre le réseau des liaison
hydrogéne au sein des structures secondaires et est donc considérée comme un interrupteur d’amas), un
losange pour la glycine (le plus petit des acides aminés, conférant une grande souplesse a la chaine
polypeptidique), un carré et un carré pointé respectivement pour la thréonine et la sérine (pouvant étre
enfouies ou exposées).

La formation de ces amas est essentidlement régie par une regle de segmentation (la
distance de connectivité) et le choix d'un aphabet hydrophobe. 1l a &é montré que ces amas

correspondent mgjoritairement aux faces internes des dructures secondares (hélices a et
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brins b), dors que les séquences les séparant correspondent tres mgjoritairement a des régions
de boucles [WOODCOCK, S. et al., 1992]. On peut aind éablir une correspondance entre
amas et structures secondaires (Figure 8).

1D

ADKEMRIA4LDFST RR . RN/ KE G NN, EEAEDG DA NE QAGG
G SD NHPN

GASGIa I KEFTAAT

-
il

Figure8: Correspondance entre amaset structures secondair esillustrée pour un domaine globulaire
complet (PDB 3CHY, Swiss-Prot CHEY_ECOLI).
L es structures secondaires sont indiquées avec les mémes colorations sur la séguence linéaire (1D), dans la
moitié inférieure du diagramme HCA (2D) et sur la représentation de la structure tridimensionnéelle (3D).
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La plupart des acides aminés hydrophobes formant les amas (colorés dans la maitié supérieure du tracé
HCA) participent aux structures secondairesréguliéres.

Comme illugtré sur les Figures 7 et 8, la forme des amas peut généraement ére
corrélée a la nature méme de la dructure secondaire (hélice a ou brin b). Aind, des formes
verticales -petit nombre d'acides aminés- peuvent étre associées a des gtructures de brins b,
des formes horizontaes -plus grand nombre d'acides aminés- a des gructures hédlicoi dales.
Les séquences Séparant les amas hydrophobes correspondent tres magjoritairement a des
régions de boucles reliant les structures secondaires entre elles.

Un amas hydrophobe au sens HCA est défini comme é&ant la séquence comprise
entre le premier e le dernier acide aminé, nécessairement hydrophobes, de I’amas considéré
et donc inclut dans la plupart des cas des acides aminés non hydrophobes. Cependant, certains
amas hydrophobes ne renferment aucun acide aminé non hydrophobe. Les acides aminés
hydrophobes sont généralement tournés vers le caar de la Structure dors que les acides

aminés non hydrophobes sont exposés en surface.

3.1 Représentation binaire des acides amines

L’approche HCA réduit la diversté des vingt acides aminés de la nature a une
répartition binaire: hydrophobe ou non hydrophobe. Les acides aminés hydrophobes (vaine,
isoleucing, leucine, méhionine, phényldanine, tyrosine et tryptophane) sont représentés par
des 1 et les non hydrophobes par des 0. Avec ce codage binaire, I'amas VASFFGKW devient
10011001. Des éudes précédentes ont montré que ce type de smplification fasat ressortir
des traits particuliers de latexture des protéines [CANARD, 1997].

Il existe plusieurs autres types de codage qui ont éé explorés pour représenter les
amas. Le «code décima » consiste a traduire le résultat du codage binaire en son équivaent
décima. L’amas é&ant exprimé en code binaire, on obtient son Pcode en sommant les
puissances de deux, indicées par la podtion de chague chiffre dans le code binaire. Aing,
10011001 devient en code décimal 1+0+0+8+16+0+0+128, soit 153.

Un autre codage est le Qcode. Il permet de représenter les amas sous forme de
concaténation d'un petit nombre d'amas genérateurs fondamentaux : s (Single), v (Verticd),
m (Mosaic), u (Up) & d (Down) qui représentent les amas 1, 11, 101, 1001, et 10001 en code

binaire. Tous les amas sont géenérables a partir de ces cing amas fondamentaux. Il faut lire
I’amas binaire de gauche a droite et des qu'un des édéments fondamentaux est reconnu, on
note la lettre correspondante en Qcode. Ensuite, la lecture est reprise a partir du dernier 1 du
premier dément pris en compte pour trouver le second dément et and de slite. L'amas
10011001 est uvu et I'amas 100111110001 est uvvvvd.
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Un dermnier codage repose sur I'utilisation de deux valeurs: H le nombre d acides
aminés hydrophobes de I'amas et L la longueur de I'amas. L’amas 10011001 est représenté
par 4H8L (H corrrespond au nombre d’ acides aminés hydrophobes de I'amas et L la longueur
de I'amas). Ce code a un inconvénient mgeur car il N'est pas univoque. En effet, tous les
amas d'une méme longueur et ayant le méme nombre d hydrophobes sont représentés par un
méme code. Aingd, les amas 10101, 10011 et 11101 sont représentés par le méme code 3H5L
[CANARD, 1997].

Seul, le codage binaire sera utilisé dans ce manuscrit.

3.2 Un support hélicordal

Dans la représentation HCA, la séquence protéique et enroulée sur un cylindre,
pour former I'équivdent d'une hdlice a avec un pas d' hélice de 3,6 résdus par tour. Des
éudes datistiques effectuées a partir de structures expérimentaes ont montré que la meilleure
segmentation éait obtenue avec un support a-hédlicoi da, cdui-ci conduisant en effet a un
maximum de correspondance entre positions des amas et poditions des structures secondaires,
dors quavec dautres configurations, cette correspondance éait moindre [WOODCOCK et
al., 1992]. Il a égdement &é montré que I'on obtenait un minimum d amas hydrophobes avec
la configuration bidimensondlea-hédlicoi dde, ou, en dautres termes, une compaction
maximae de I'informatiion hydrophobe que pourrait sous-tendre la compacité naturdle des
structures de protéines [CALLEBAUT, I. et d., 1997a]. Erfin, le support a-hédicoi da parait
lu auss plus apte que tout autre support a mettre en évidence les caractéristiques des
sequences par rapport al’ aéatoire[HENNETIN, J. 2003].

3.3 Distance de connectivité
Un amas hydrophobe et conditué d'un groupe dacides aminés hydrophobes

proches entre eux sur la squence. La proximité est définie par la distance de connectivité, qui
fixe la digance maximae permettant encore de considérer deux postions comme proches et
donc membre d'un méme amas. La vdeur 4 correspond a la trame d'une hélice a, tandis
gu'une distance de connectivité de 3 et de 5 correspond respectivement a une hélice 3o & a
une hdlice p. Il a &é montré que la distance de connectivité de 4 acides aminés offre la
meilleure correspondance entre amas e dtructures secondaires régulieres [WOODCOCK et
a., 1992]. Dans la représentation héicoi dale, les postions i+1, i+3 et i+4 sont proches de la
position i. La proximité de i+2, qui n'est vraie que pour une Sructure en brin b, est goutée

« atifiddlement » pour former les régles compléetes de la définition des amas HCA.
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3.4 L'alphabet HCA

La méthode HCA utilise un aphabet hydrophobe compose des sept acides aminés
sivats: Vd, lle Leu, Phe, Met, Trp & Tyr. Ces acides aminés sont, en moyenne, les plus
enfouis au sein des dructures protéiques globulares [SOYER et a., 2000] et ont des
propensions pour des structures secondaires régulieres a et b supérieures aleurs propensions
"call" [CALLEBAUT, I. e d., 1997a]. Méme s la méhode HCA est basée sur un aphabet
hydrophobe, les amas peuvent renfermer des acides aminés non hydrophobes. De méme,
catans acides aminés, comme la cydéne, I'danine la thréonine, peuvent parfois
avantageusement intégrer |’ aphabet hydrophobe, et jouer le réle d' acide aminé mimétique.

3.5 Un acide aminé interrupteur d’amas : la proline

Un acide aminé et défini comme «interrupteur », c'est-adire dont la seule présence
entraine la terminaison d'un amas: la proline En efet, la rigidité & la non disponibilité de
son amine pour former des ligisons hydrogene convient ma aux dtructures secondaires
régulieres. De plus, la proline et souvent retrouvée dans les boucles. Puisque les amas
hydrophobes ciblent les faces internes des dructures secondaires, la présence d'un résidu

proline signde trés souvent lafin de cette structure et donc lafin de I’amas.

4 Un amas correspond majoritairement a un type de

structure secondaire

Des tendances tres marquées pour des structures a ou b se dégagent pour certains
amas. Aing, certains amas comme les amas 10011001, 10011011, 10011111, 10111011 ou

110011011 sont associés dans plus de 65% des cas avec des structures a aors que d'autres

amas comme 1111, 101111 ou 111101 sont mgoritarement associés a des structures b. Un

dictionnaire des amas hydrophobes a éé conditué, répertoriant les structures secondaires
(dont les attributions ont été effectuées par P-SEA [LABESSE, G. et d., 1997]) associées a
chacun des amas et caculé sur une banque PDB a90% non redondante (version de septembre
2001, 4 704 séquences) [LE TUAN, 2003]. Nous avons utilisé le dictionnaire aing éabli dans
la deuxiéme partie de cette thése, afin de donner une indication sur le type de repliement des
domaines globulaires prédits, apartir de la seule information de séquence.

Par dlleurs, les amas hydrophobes peuvent étre avantageusement exploités sur le
plan fondamentd pour caractériser les successons de sructures secondaires utilisées par la
nature pour congtruire des domaines globulaires stables. Il et en effet possble de comparer

I’ occurrence observée de chacun des amas par rapport a des banques de séquences aéatoires
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et de condater and que certains amas sont sur-représentés [HENNETIN, J. 2003] et par
consequent  préférentidlement  utilisess pour la conditution des domaines globulaires. Ces
amas sur-représentés ont des longueurs et des contenus en acides aminés hydrophobes
caractérisiques de la physco-chimie des domaines globulaires. D’autre part, ils constituent
des "signatures' du repliement protéique. En effet, la présence damas hydrophobes dans une
région de la séquence protéique sous-entend la présence d'un domaine globulaire aors que
I'absence d'amas hydrophobes sous-entend une région chamniére entre des domaines
globulaires (voir deuxiéme partie).

La dtructure secondaire éant le plus souvent bien mieux conservée que ne I'est la
sfquence, il en résulte que des séquences méme trés divergentes auront générdement un
profil d’amas hydrophobes dont la similitude pourra ére reconnue ou suspectée, profil dont
on peut se savir comme dSgnature du repliement é&udié. Aind, HCA == révde
particulierement utile pour décrypter les apparentements entre les séquences de proténes en
paticulier a trés haut niveau de divergence, conduisant a I'identification de nouveaLx
domaines (eg. BRCT [CALLEBAUT, I. e d., 1997b], TUDOR [CALLEBAUT, I. & 4d.,
1997¢], BAH [CALLEBAUT, I. et a., 1999], RUN [CALLEBAUT, I. et a., 2001], et DENN
[LEVIVIER, E. et d. 2001]), ou au ratachement de séquences a des familles déa
caactéristes sur le plan fonctionned et/ou sructura (eg. RAG2 [CALLEBAUT, I. & 4.,
1998] et FERM [GIRAULT, J A. et dl., 1999)).

5 But et Perspectives

HCA est un outil puissant pour diverses étapes de I'analyse de séquences. Dans un
premier temps, I'andyse spécifique de la «texture» des séquences permet rapidement de
définir les limites de régions structurées, les passages membranaires, les régions peu ou pas
sructurées. Dans un second temps, la conservation des amas hydrophobes, véritables
signatures des repliements des domaines globulaires, permet de détecter des apparentements
entre séquences, méme extrémement divergentes.

Cependant, I’utilisstion efficace de la méthode HCA repose toujours, pour une part
importante, sur I’ expérience et la culture de |’ utilisateur.

Le but de notre éude et de rédiser une investigation des caractéristiques de texture
des séguences protéiques, telles qu'elles peuvent étre gopréhendées par I’ approche HCA et de
proposer des outils permettant une andyse automatique, relativement indépendante de
I'expertise de I'utilisateur. Le chapitre suivant présente les méthodes d'andyse de texture
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utilisde en imagerie e que nous avons chois d explorer dans notre recherche de texture des

sequences.
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Chapitre |11

Analyse de la texture

1 Texture et analyse de texture : Généralités

1.1  Definition de la texture

Le terme «texture» et employé dans de nombreux domaines: on peut parler de
texture d'un cheveu, d'une sauce, dun sol, d'un tableau, d'une image, etc... Intuitivement, la
notion de texture nous parat familiere, mais en donner une définition précise devient plus
complexe. Une texture est une information qui rend compte de I'é&at de surface ou de structure
3D (eg. une éponge) dun objet. Elle est caractérisée par I'arrangement plus ou moins régulier
de motifs démentaires.

1.2  Deux types de texture : aléatoire et structurée

On distingue deux types de texture :

- Les textures dructurées: encore appeées  « macroscopiques»  ou
« macrotextures », eles sont condituées par la répétition spatide plus ou moins réguliére,
d'un motif de base (appeé «primitive » ou «texd »), dans différentes directions. Les textures
périodiques condituent un sous-ensemble des textures dructurées. L'exemple du mur de
briques extrait du catalogue de textures de Brodatz [BRODATZ, 1966] illustre bien ce type de
texture (Figure 9).

Figure 9 : Exempledetexturesstructurées: A gauche, le « mur debriques » du catalogue de Brodatz et a
droite, le« grillage» [BRODATZ, P. 1966].
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- Les textures aéatoires: dans ces textures, aucun motif particulier n'est locdisdble.
Elles ont un aspect anarchique e désorganisé, tout en restant homogene, et ne répondent a
aucune regle dagencement paticuliére. La primitive est ramenée au niveau du pixd, ce qui

vaut aces textures le nom de textures « microscopiques » ou « microtextures » (Figure 10).

Figure 10 : Exempledetexturesaléatoires [ BRODATZ, P. 1966].

2 Perception et analyse visuelle d’une texture

Les textures donnent une information interne a une région. Dans des
environnements flous ou perturbés, ou l'information des contours n'est pas une donnée fiable,
posséder une description de lintérieur dune région et un atout important. Les méthodes
classques dandyse de textures sont tres liees a la catégorie de textures a laguelle on
sintéresse. Pour les macrotextures, on utilisera de préférence des méhodes structurelles,
tandis que I'analyse des microtextures se fera souvent par des méthodes de type statistiques.

L'ad humain digingue en moyenne 16 niveaux de gris différents du noir au blanc.
Lors de I'andyse d'une image, I'observateur recherche des indices lui permettant de repérer
les différentes textures de I'image. Il va indinctivement repérer, par une premiere andyse
macroscopique, les limites (ou contours) entre les différentes régions homogénes plus ou
moins importantes de I'image; chague région pourra ére assmilée a une texture. Afin de
transcrire en terme de texture ce qui et vu par I'observateur sur I'image, des caractérigtiques
de base ont &té définies [AMADASUM et a., 1989]. Il sagit par exemple du contraste, de la
grossiereté, delaforme et de ladirection.

La grosséeté: une texture grossere possede des primitives larges: il exide dors
peu de variations entre I'intengté d' un pixd et cdle de ses pixdsvoisns (Figure 11).

Wy
.a«gr{’

Figure11: Illlustration dela grossiéreté sur deux textures de Brodatz différentes[BRODATZ, P. 1966].
Leparamétre grossiereté est beaucoup plus élevé agauche qu’adroite.
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Le contraste: une texture possede un contraste élevé s les différences d'intensté
entre primitives sont importantes [HERLIDOU, S. 1999] (Figure 12).

mimiRing
minjnini
migning
winjnin|

Figure 12 : lllustration du contraste sur deux textures de Brodatz différentes|BRODATZ, P. 1966)].
A droite, le paramétre contraste est six fois plusgrand adroite qu’agauche.

3 Quelgues méthodes d’analyse de texture

L'extraction d'attributs caractéritiques a donné lieu a un cetan nombre de
méhodes dandyse dructurdle e datigique. Elles sont  utilistes  actudlement  pour
I'indexation d'images & permettent de quantifier les différents niveaux de gris présents dans
une image en terme dintendté et de digribution. Comme il exise deux grandes classes de
textures, deux approches sont nécessaires: les méhodes datidiques et les méhodes
gructureles[HARALICK, 1979; CONNERS et al., 1980; VAN GOOL et a., 1985].

Les méhodes datistiques éudient les relations entre un pixe e ses voisns Elles
sont utilisées pour caractériser des structures fines, sans régularité apparente. Plus I’ordre de
la gatistique et devé et plusle nombre de pixels (1 an) misen jeu et important.

Les méthodes dructurelles permettent de decrire la texture en définissant les
primitives e les «regles» d'arangement qui les rdient. En effet, les textures ordonnées
possedent des primitives qui se répétent dans les images en des positions suivant une certaine
loi. Ces mé&hodes semblent plus adaptées a I'éude de textures périodiques ou régulieres
[HERLIDOU, S. 1999]. Nous ne présenterons ici que certaines méthodes datistiques que

nous avons utilisées au cours de notre travall.

3.1 Méthodes de premier ordre

L’andyse par les méhodes de premier ordre se fait au niveau des pixds individues
d'une région dintérét de I'image appeée « ROl ». Les paramétres sont calculés a partir de
I’hisgogramme des intendtés. La moyenne, la variance e le « skewness» (mesurant le degré
de symérie d'une digribution) sont les parametres les plus souvent utilisés pour caractériser

une texture.
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La moyenne donne la vdeur moyenne (ou intendté moyenne) des niveaux de gris
gppartenant a tous les pixes de la ROl Les images qui ont une moyenne plus éevée
gpparaissent plus claires.

MOY=UN O gfi,j)
i

ou g(i,)) représente la vaeur du niveau de grisdu pixe (i,j), N est un facteur de

normalisation qui correspond au nombretota de pixes.

La variance correspond au moment d'ordre 2. Elle mesure la répartition des niveaux de

gris autour de la vaeur moyenne. Plus la variance est devée e plus il y a d écarts importants

entre les vaeurs et lamoyenne.

VAR=UN 0 (g(ij) = MOY)?
i

Le «skewness» correspond au moment dordre 3 centré autour de la moyenne. Ce
paramétre mesure la dévigion de la digribution des niveaux de gris par rgpport a une
digribution symétrique. Pour une déviaion vers les vaeurs devées le skewness est positif ;

aors que pour une déviation vers les vaeurs basses, il est négatif.

SKEW=1/N O (g(i,)) - MOY)?
i

3.2  Methodes de second ordre : méthode de matrice de cooccurrence

Dans les méhodes de premier ordre, qui correspondent a une description de
I’histogramme des niveaux de gris, il N'y a pas dinformations sur la locdisation du pixd. Il
est nécessaire d'utiliser des méhodes d'ordre supérieur pour une andyse plus précise dans
lesquelles la reation entre les niveaux de gris des pixds pris deux a deux intervient dans le
cdcul des paramétres. De nombreuses méthodes exigent, nous ne présenterons ici que la
méhode de matrice de cooccurrence [WESZKA et d., 1976; HE et a., 1988,
PECKINPAUGH, 1991; DAVISet d., 1979; GOTLIEB et al., 1990].

La méhode de matrice de cooccurrence (ou méhode de dépendance spatide des

niveaux de gris) permet de déterminer la fréquence d gpparition d'un «matif » formé de deux
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pixes séparés par une certaine distance d dans une direction particuliere qpar rapport a
I’horizontde. Afin de limiter le nombre de caculs, on prend générdement comme vaeurs 0°,
45°, 90°, 135°, 180° et 1 pour la vaeur d. La talle de la matrice est Ng*Ng, ou Ng
correspond au maximum des niveaux de gris de I'image. Pour ne pas avoir une talle de
matrice trop élevée, on choisira le plus souvent Ng=8, 16 ou 32. A titre d' exemple, pour une

image possédant 4 niveaux, la matrice de cooccurrence seradetaille 16 (Figure 13).

|
1
1

5

Imageinitide Image trangposée dans une matrice Matrice de cooccurrence
(d=1, g=0°) associée

N[N N[N

w

Figure 13 : Remplissage d’ une matrice de cooccurrence.
A gauche, I'image initiale est intégrée dans une matrice dans laquelle chaque pixel est remplacé par une
valeur caractérisant son niveau de gris. A droite, la matrice de cooccurrence va recenser les contacts entre
chacun des pixels. Par exemple, nous comptons le nombre de fois ou I’on retrouve le couple (1,4) dans la
direction horizontale (q=0°). Cette valeur (ici 2) est reportée dans la matrice de cooccurrence a
I"intersection 1-4 (case entourée). La matrice de cooccurrence est toujours carrée (hauteur=longueur), sa
taille correspond au nombre deniveaux degrisdel’image.

A chaque direction gqet pour chague valeur de d correspond une matrice de
cooccurrence f (d,gq). On définit générdement des matrices de cooccurrence symetriques. A
partir de la matrice, il et possble d'extraire une quinzaine de paramétres. Ils contiennent des
informations sur la finesse, la direction et la granularité de la texture. Pour une texture
grossiere, les vaeurs de la matrice sont concentrées sur la diagonde principae. Au contraire,

pour une texture fine, les vaeurs de la matrice seront dispersées: en efe, pour une telle
texture il existe beaucoup de trangitions de niveaux de gris.

Nous présenterons ici quel ques parametres :

Lamoyenne

MOY=0 O pfi)
I

ou p(i,j) correspond aux ééments de la matrice de cooccurrence; et a dire ala
probabilité de passer d'un pixel de niveau de grisi aun pixel de niveau de grisj.



-42-

La variance caractérise la digribution des niveaux de gris autour de la vaeur moyenne M

cal cul ée précédemment.

VAR= 0 O (-MOY)? p(i )
]

Le contraste (=inertie) mesure les variations locdes des niveaux de gris. S dles sont

importantes (C' est adire Sil existe peu de régions homogenes), alors le contraste seraéevé.

CONT= D0 O ()2 p(i,)
i

L'entropie mesure la complexité de I'image. Elle permet de caractériser le degré de

granulaion de I'image. Plus |’ entropie est devée et plus lagranulation est grossiere.

ENT=- 00 0 p(i,j) log p(i )
i ]

3.3  Méthodes d’ordre supérieur : méthode des longueurs de plages

de niveaux de gris (ou de sections)

Les méhodes d ordre supérieur &udient les interactions entre pluseurs pixels. Le
voishage et de type mono ou hidimensonnd. La méhode des longueurs de plages de
niveaux de gris est la plus souvent utilistee [CONNERS et al., 1980; CHU et a., 1990]. Elle
consste a compter le nombre de plages d une certaine longueur |, de niveau de gris i dans une
direction q donnée (Figure 14). A chaque direction correspondra donc une matrice. Une plage
de niveaux de gris (ou « section») correspond a |’ensemble des pixels d'une image ayant la
méme vaeur de niveau de gris La longueur de la plage correspond au nombre de pixels

appartenant ala plage. Nous utiliserons |e terme de « plage » tout au long du manuscrit.
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matrice de plages associée

Figure 14 : Remplissage d’une matrice delongueur de plages.

A gauche, I'image initiale est intégrée dans une matrice dans laquelle chaque pixel est remplacé par une
valeur caractérisant son niveau de gris. A droite, la matrice de longueur de plage va recenser le nombre de
plages d’'une certaine longueur et d'un certain niveau de gris. Par exemple, nous comptons le nombre de
plages de niveau 4 et de longueur 1 (région entourée en trait continu) dans la direction horizontale (@=0°).
Cette valeur (ici 5) est reportée dans la matrice de cooccurrence a l'intersection 41 (case entourée).
Ensuite, nous comptabilisons les plages de niveau 4 et de longueur 2 (région entourée en pointillé) dans la
direction horizontale (@=0°), la valeur calculée est reportée dans la matrice de longueur de plage, etc.... La
longueur de la matrice R est fonction de la distance maximale séparant deux pixels de I'image. La hauteur
delamatriceR correspond au nombre de niveaux degrisdel’image.

Les paramétres dérivés des matrices de longueur de plages recouvrent une rédité

perceptuelle plus évidente que les parametres calcul és apartir des matrices de cooccurrence.

3.3.1 Parametre SRE

Le « poids» des plages courtes ou Short Run length Emphasis (SRE) rend compte
de la finesse d'une texture. Plus I'image contient des plages de petite taille, plus le parametre
SRE est élevé (Figure 15, page suivante). Un paramétre SRE devé indique que la texture et
fine

somme de toutes les

L G ——+— vdeursdela matrice
SRE=0 O(P(g/P)/ R de longueur
=1 g=1

ou P(l,g) représente le nombre de plages de longueur | et de niveau de grisg

3.3.2 Parametre LRE

Le «poids» des plages longues ou Long Run length Emphasis (LRE) rend compte
de la grosséreté de la texture de I'image. Ce paramétre et I'inverse du paramétre SRE. Plus
I'image contient des plages de grande taille, plus le paamétre LRE est devé Figure 15). Un

paramétre L RE élevé indique que latexture est grossiere.
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Figure15: lllustration des paramétres SRE et LRE.
L'image de gauche présente une abondance de plages de petite taille contrairement a I'image de droite.
Elle présente donc un SRE pluséevé que cdlededroite et inversement un L RE plusfaible.

3.3.3 Parametre GLD

La distribution des niveaux de gris ou Grey Level Distribution (GLD) permet
d gppréhender I'uniformité des plages dans les différents gris. Ce paramétre met en évidence
une uniformité ou une hétérogénéité des plages patageant un méme niveau de gris (Figure
16). Le paramétre GLD augmente avec le nombre de plages ayant des niveaux de gris
identiques.

G L L G
GLD= 0 (O Plg)*/ 0 OPMg)
o=l I=1 =1 g=1
GLD = 8,93 GLD =35

Figure 16 : Illustration du paramétre GLD.
L’image de gauche contient de nombreuses plages de niveau 4 (gris foncé) indépendamment de la taille
des plages. Plus la distribution des plages est uniforme (présence de beaucoup de plages de méme niveau
degris), plusGLD est élevé.



3.34 Parametre RLD

La digtribution des longueurs de plages ou Run Length Distribution (RLD)
mesure la non uniformité de la répartition des longueurs de plages, indépendamment de leur
niveau de gris (Figure 17). Le parametre RLD et minimum lorsque les plages sont égdement

digtribuées entre les longueurs.

L G L G
RLD=0 (O P(g)*/ 0 OPg
=1 og=1 =1 g=1
RLD = 12 RLD = 15,89

Figure 17 : lllustration du paramétre RLD.
L’image de gauche contient de nombreuses plages qui indépendamment de leur niveau de gris ont toutes
la méme longueur. Plus la distribution des longueurs des plages est non uniforme, plus RLD est élevé.
L’image de gauche présentedonc un RLD plusfaible que cdlle dedroite.

3.3.5 Parametre RLP
Le pourcentage de plages ou Run Length Percentage (RLP) met en évidence la
densité des plages dans la région d'intérét de I'image (ROI) Figure 18). Le paramétre RLP a

une vaeur d autant plus faible que la texture est homogeéne et congtituée de grandes plages.

L G
RLP=0O (O P(g/ A
=1 g=1

ou A est lenombre totd de pixels danslarégion
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RLP=0,33 RLP=0,75

Figure 18 : lllustration du paramétre RLP.
Les image de gauche et de droite contiennent respectivement 12 et 27 plages. Plus I'image contient de
plages, plus son RLP est élevé. Ains, I'image de droite a un RLP de 0,75 plus élevé que celui de I'image de
gauche.

4 But de notre étude

La notion de texture a é&é tres peu utiliste dans le domane des séquences
nucléotidiques et protéiques. Quelques éudes ont &€ menées sur la texture de I’ ADN avec la
recherche de motifs répétitifs, de compostion en nucléotides, I'existence d'isochores, etc...
[NEVILL-MANNING, C. G. et a., 1998, KURTZ, S. et d., 1999; BARRETTE, I. et 4.,
2001; LERCHER, M. J. et d., 2002; KOLPAKOQV, R. et d., 2003; LEFEBVRE, A. e 4.,
2003]. Au niveau des séquences protéiques, seules des éudes de composition sur les acides
aminés ou didentification de motifs ou de répétitions semblent avoir éé fates ((ANDRADE,
M. A. & d. 2000; SIGRIST, C. J ¢ 4. 2002; SZKLARCZYK, R. & d., 2004;
APOSTOLICO, A. e a., 2005 CHAKRABARTI, S. et a., 2005, GUTMAN, R. & 4.,
2005]). Par alleurs, la notion de texture est utiliste dans des domaines vaiés tds que
I'imegerie satdlitaire, robotique ou médicde, I'indudrie... ([BEZY-WENDLING, J. 1997,
LORETTE, A. 1999; KAM, L. et d., 2000; BARBEAU, J. et a., 2002]). Elle offre I'avantage
de fournir, de maniere automatique, des parametres quantifiés et objectifs, reflétant la texture
vue par I'observateur. Aing, le radiologue rédise bien souvent de maniére implicite sa propre
andys de texture. Cdle-ci conditue une patie plus ou moins importante de |'é&ude de
I'image radiologique, téche complexe faisant intervenir a la fois I'ak e le cerveau, afin de
mettre en place un diagnogtic. Dans le cadre de I'andyse du tracé bidimensonnd HCA d'une
proténe (Figure 19), I'utilisateur accomplit égdement une andyse visudle de la texture Le
couple at/cerveau permet a I'expert de fare abdraction des déments non pertinents, de
recongruire intellectuellement un tracé HCA percu par petites régions & de le comparer

mentadement a des régions du tracé HCA ou au tracé HCA complet d'une autre proténe.
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Cette andyse et expert-dépendante et nécessite une bonne culture biologique, une bonne
connaissance des fonctions des protéines et des domaines les composant, une meémoire
visudle et une certane intuition. De ce fat, cette andyse de texture et essentidlement
quditative et ne permet pas un traitement a grande échelle des séquences de protéines et des
protéomes dont les génomes viennent d'ére ségquencés. Dans ce contexte, il nous est gpparu
envisageable de tenter de caractériser la «texture» d une protéine a partir de sa représentation
2D éablie avec HCA (Figure 19 ci-dessous), en trangposant certaines méhodes d andyse de

texture a notre systéme. Cda offrirait I'avantage de fournir, de maniere automaique, des

parametres quantifiés et objectifs, reflétant la texture vue par I’ expérimentateur.

Prion humain {P04156)

Passagpe
Signal peptide Région de répétition Peptide de fusion like Domaine globulaire transmembranaire
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Figure 19: Représentation bidimensionnelle HCA dela séquence du prion humain.

Il est patent que la distribution des 20 acides aminés le long des séquences n’est pas uniforme et que cele-
ci est fortement dépendante de la structuration qu’édles doivent localement adopter, sur des longueurs de
séguence généralement comprises entre quelques acides aminés et trois a quatre centaines d’acides
aminés. Par exemple, les domaines globulaires classiques batis sur I'enchainement d’hélices a et/ou de
brins b sont caractérisés par une proportion voisne de 1/3 d’acides aminés fortement hydrophobes
(VILFMYW), avec une faible dispersion. Ceux-Ci se regroupent en un nombre limité d’amas de taille
moyenne (e.g. de 5 & 15 acides aminés). Les régions inter-domaines, intrinséquement peu structurées, sont
a linverse caractérisées par de faibles proportions d'acides aminés hydrophobes, qui de plus se
regroupent en amas de petite taille. D’autres distributions typées caractérisent, entre autres, les régions de
répétitions ou de pseudo-répétitions, ains que les diverses variétés de passages membranaires. Des
textures différentes, visibles sur le tracé HCA, correspondant a différents domaines/régions décrites ci-
dessus, caractérisent la sequence du prion.

Les mé&hodes d'andyse de texture appliquées aux protéines pourraient rendre
compte de la nature des acides aminés présents dans leur séquence, de leur quantification et
de leur répartition. Les méhodes de premier ordre, basées essentidlement sur des caculs de
moyenne & de variance, de digtribution des acides aminés hydrophobes, pourraient permettre
de ddlimiter des régions dites « structurées» ou présentant un méme type de texture. Aing, il
semblerait possble de découper une séguence en domaines références (domaine structuré,
région de répétition, passage membranaire, peptide de fusion, etc...) (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation bidimensionnelle HCA et découpage en domainesdela protéine MAL8P1.111
de Plasmodium Falciparum.

Dans cette éude, nous avons souhaité caractériser la texture des proténes
visudisables par HCA en temes de «région contrastée», «région dmple», «région
complexe », « grossére» ec... autant de termes qui permettent de définir visudlement un
objet. L'idée principde é&ait une andyse a grande échelle des génomes visant a extraire des
régions caractérigiques, les répertorier, les andyser et dans un second temps rédiser une
synthése de I'organisation en domaines de texture des séquences. En effet, une andyse sous
cet angle et avec lasenghilité HCA n'ajamais ééfaite.

Au début de cette éude, nous avons exploité les concepts issus d' autres domaines
scientifiques pour quantifier la texture dans nos sequences e en fare ressortir une
information. Cette &ude préliminaire qui Sest avérée peu concluante, nous a orienté vers un
projet de découpage specifique HCA des séquences en régions structurées/non structurées, en
passages membranaires et en régions de répétition que nous avons ensuite agppliqué a
plusieurs génomes.
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Deuxieme partie :
Développements méthodologiques pour analyser la

texture dans les séquences proteiques
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Préambule

Dans les chapitres précédents, nous avons pu constater que le tracé bidimensionnd
HCA peut Sapparenter a une image €, qu'intuitivement, |’examinateur va repérer, par une
premiére andyse macroscopique, les limites (ou contours) entre les différentes régions
homogenes plus ou moins importantes de I'image. Chaque région pourra ére assmilée a une
texture. Dans un premier temps (chapitre 1V), nous avons aors exploré certaines méhodes
dandyse de texture utilistes en andyse dimages e tenté de les appliquer au tracé
bidimensonnd HCA &in de définir des parametres numériques spécifiques de régions de
texture particuliére. Dans un second temps (chapitre V et VI), nous avons développé plusieurs
agorithmes pour détecter des régions particulieres dans les séquences (segments structurés,
peptides de fusion, régions de répétitions). Ces dgorithmes sont basés sur les observations
d andyse de texture déduites de I’ utilisation du tracé HCA, des propriétés de compacité des
proténes et de propriétés physcochimiques. Enfin, une éude a grande échdle des
caractériiques précédemment mises en évidence a éé rédisée au niveau des protéomes de
différents génomes (Homo sapiens, Plasmodium falciparum, Caenorhabditis elegans et

Saccharomyces cerevisiae) dans le but de les comparer (chapitre V1I).
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Chapitre IV
Exploitation des méthodes d’analyse de texture en

imagerie

1 Adaptation des méthodes d’analyse de texture en

imagerie a notre systeme (tracé HCA)

1.1  Transposition du tracé HCA dans une matrice

Nous avons inclus la séquence protéique sous sa représentation HCA dans une
matrice de cacul smilaire a cele utiliste dans les méhodes de cooccurrence et des longueurs
de plages de niveaux de gris (cf. chapitre 3). Cette matrice et définie par une longueur et une
hauteur. La hauteur et la longueur sont fixées a5 acides aminés. Cette vaeur correspond ala
plus grande séquence d'acides aminés qu'il est possible de lire dans les directions verticae et
diagonde du tracé HCA (Figure 21). Une matrice de 25 (longueur & hauteur de 5 acides
aminés) correspond a une séquence de 17 acides aminés de long. En effet, par ses propriétés
(duplication du tracé et connectivité de 4), le tracé HCA entraine une duplication de certains
acides aminés dans la matrice. Aind, les acides aminés FL (de la premiére colonne de la

matrice ci- dessous) sont présents égaement dans la seconde colonne.

F D K H
L E L L
P G Q E - AIFFLPDEGKLQHLENE
D K H N
E L L E

Figure 21 : Transposition du tracé HCA dansune matrice.
Dans le cas présent, cette matrice correspond a une fenétre de longueur 17 acides aminés. La matrice est
représentée par I'encadré noir sur le tracé HCA. La fenétre correspond a la séquence a droite de la
matrice. Le résidu central de cette fenétre est ici la glycine (acide aminé souligné, losange noir dans la
représentation HCA).
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Fuseurs longueurs de matrice seront utilistes suivant les méhodes d'andyse de
texture. En trandatant successvement la matrice d'une podtion vers la droite dans la
sequence, nous tiendrons compte du voisinage de chaque acide aminé de la sequence.

La matrice, qui va ére déplacée le long de la Séquence, et gppelée « fenétre ».
Chague fenétre sera représentée par son acide aminé centrd auquel on affectera tous les
paramétres de texture cdculés. Le déplacement de cette fenétre le long de la séguence
permettra de caculer pour chagque acide aminé un ensemble de paramétres atestant de la

texture de lafenétre.

1.2  Choix d'une taille de fenétre glissante

Nous avons utilisé pluseurs talles de fenére: 17, 11 et 31. A chaque fenétre et
attribué un résidu centrd (résidu 9, 6 et 16 pour une fenétre respectivement de 17, 11 et 31
acides aminés). Les 8 acides aminés du début et de fin de la séquence pour une fenétre de 17
(5 pour une fenétre de 11 et 15 pour une fenétre de 31) ne sont pas porteurs d information.

Une fenétre de 17 a éé sdectionnée car 17 est une longueur de fenétre que nous
avons testée précédemment et qui semble faire ressortir I'information d hydrophobie. D’ autre
part, cette longueur et proche de celle utiliste dans DomCut (fenétre de 15 résidus), un
programme de prédiction de linkers basé sur la composition en acides aminés [SUYAMA, M.
et al., 2003]. Enfin, la vaeur 17 correspond a la 2éme couronne d acides aminés dans la
représentation HCA (matrice HCA (hxL) : 5 x 5) (Figure 22). Le choix de 11 a é&é rédise
pour tester une taille de fenétre plus petite et en estimer la conséquence sur les résultats. Nous
souhaitions prendre la valeur 7 qui correspond a la lére couronne d'acides aminés dans la
représentation HCA. Cependant, pour des raisons de remplissage de la matrice de calcul, ce
choix n'éat pas possble. Auss, nous avons pris la vaeur la plus proche, c'est a dire 11
(matrice HCA (hxL) : 5x 3).

Figure22: lllustration dela premiére et de la deuxieme couronne HCA.
La premiére couronne HCA autour du résidu central en position 0 (résidu G entouré r le tracé HCA)
correspond aux positions -1, +3, +4, +1, -3 et -4 sur letracé HCA (résidusE, L, P, K, H et Q). La deuxiéme
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couronne correspond aux positions -2, +2, +6, +7, +8, +5, +2, -2, -6, -7, -8 et -5 sur letracé HCA (résidus D,
F.A1,F,D,L,LE,NEeL).

Nous avons égdement teté une fenélre de talle 31, mas ele Savére moins
sengble pour les cdculs que la fenétre de 17, qui a findement é&é retenue pour les caculs de
texture. En effet, cette longueur de fenétre et trop importante et entraine une moins bonne
détection des changements de texture. Nous n'avons donc pas approfondi I'éude avec cette
dernieretaille de fenétre,

1.3  Choix d’'un code

Lors de I'andyse d'une image, les méthodes de cacul visent a rechercher des
régions de méme intendté de gris e de méme répartition. Les pixels sont représentés par un
indice attestant de leur niveau de gris (par exemple, de 1 a4 dlant du gris clair au gris foncé).
Pour adapter ce systeme aux séquences de proténes, nous avons assmilé un acide aminé de la
matrice a un pixel. Notre matrice peut contenir vingt types de pixes (les 20 acides aminés
retrouvés dans la nature). L’indice de niveau de gris peut ére remplacé par la nature de
I’acide aminé, une vaeur dhydrophobie, une vaeur denfoussement, une propension a étre
dans un certain type de structures secondaires, etc... Dans un premier temps, nous avons fixé
comme indice une vaeur d hydrophobie (ou aphabet) e évaué pluseurs échdles de niveaux
(2 et 4).

1.3.1 Code hydrophobe HCA (code01)

Nous avons séparé les acides aminés en deux groupessur la base d'une dichotomie
hydrophobe/hydrophile. Les acides aminés hydrophobes sont V, I, L, F, M Y et W, les autres
sont réputés hydrophiles ou en tout cas non hydrophobes forts. Les hydrophobes sont codés 1
et les hydrophiles sont codés 0. Chague acide aminé de la matrice est subgtitué par le code
correspondant.

1.3.2 Code a 4 groupes (code 1234)

Les acides aminés peuvent égdement ére classes suivant leur enfouissement moyen
au sen d'un ensemble représentatif de structures protéiques (Figure 23) [PINTAR, A. et al.,
2003b; PINTAR, A. et a., 20033]. L’ enfouissement correspond ala distance entre le résidu de
la proténe e la plus proche molécule deau entourant la proténe. Ces vaeurs
d enfouissement moyen ont é&é pondérées par les fréquences des effectifs de chague acide
aminé dans une banque Genpep utiliste au laboratoire [HENNETIN, J. 2003]. Nous nous
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sommes tres vite rendus compte qu'un code a 20 niveaux différents était pénaisant pour nos
cdculs car, entre autres, il sollicitait beaucoup de temps machine (matrice de cacul : 20 x 20).
C'est pourquoi nous avons regroupé certains aminés de la maniere décrite ci-aprés. A partir de
la Figure 23 précédente, nous avons condtitué quatre classes d acides aminés partageant des

vaeurs d enfouissement assez proches (code a4 groupes).

2
1,84 |
1,6 1 VoL

W
1,41 ma
1,27 "a'A
1 [ ]
H 7
0,81 Bg Gs

P
I..NR
0.6 ap QD

0,4
0,2
0

E K

Enfouissement (Angstroms)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Acides aminés

Figure 23 : Enfouissement moyen de chaque acide aminé, présenté en mode décr oissant apartir des
donnéesbrutesdePintar et al [PINTAR, A. et al., 2003b].

Tableau 1 : Congtitution des quatre groupes d’ acides aminés suivant la valeur d’enfouissement moyen.

Groupe Acides aminés Enfouissement moyen (Angstroms)
Groupe 1 (orange) KEDQR 0,52
Groupe 2 (rouge) NPSG 0,68
Groupe 3 (marron) THAYCMW 1,07
Groupe 4 (noir) LFVI 1,58

Pour chague clase, nous avons déerminé un enfouissement moyen que hous

appliquerons achacun des acides aminés y appartenant.

1.3.3 Code amas-non amas (code amas)

Nous avons éabli un dernier code pour séparer les acides aminés inclus dans des
amas hydrophobes déerminés par la méhode HCA des acides aminés hors amas. Nous
considérons les acides aminés (hydrophobes et non hydrophobes) inclus dans les amas comme

codés par ‘1 et les autres par ‘0’. Ce code ne sera utilisé que dans la méthode des longueurs
de plage.
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Séq (AA) L TPKLLWPKRALAALAYVGSG
Codebinire 1 0 0 0 1 1 0 0 OOO1 OO 10100
Code

damas-non amas

100011000011 111100

1.4  Choix d'une direction (pour les calculs de matrice de cooccurrence

et de longueurs de plage)

La méhode de matrice de cooccurrence et la méthode des longueurs de plage
consgtent respectivement a déterminer la frégquence d apparition d'un « moatif » formé de
deux pixels Sfparés par une certain distance d; e a compter le nombre de plages d'une
certaine longueur j, de niveau de gris i. Dans les deux cas, le cdcul et rédise dans une
direction particuliére gqdonné. Dans notre €ude, nous avons fixé comme direction |'axe
horizonta (q =0°). En effet, I'utilisstion de I'axe verticd correspond a la ségquence linéaire
retrouvée dans le tracé HCA. Les autres directions (45°,135°, etc...) nous semblaient moins

fadile amettre en cavre et moins adéquates anotre représentation HCA.

2 Constitution des banques de protéines de

référence

Nous avons récupéré la banque ASTRAL versionl.63 a 95% non redondante (8373
s&quences partageant au plus 95% d'identité de séquence) [BRENNER, S. E. et a., 2000].
Nous avons séparé les séquences en plusieurs classes rassemblant des protéines partageant le
méme type de repliement selon la classification SCOP (Tableau 2) :

: proténes présentant un repliement tout apha

: protéines présentant un repliement tout béta

: proténes présentant un repliement dphal/béta
: protéines présentant un repliement dphatbéta
: protéines multi-domaines

: protéines membranaires et de surface

G Mmoo O o >

: petites proténes ayant peu de structures secondaires.

Les classes A, B, C, D, F et G ont &é utilistes Séparément dans les méthodes
d andyse de texture pour cdibrer le systeme. Les classes A, B, C, D e E ont é&¢é groupées
pour condtituer un jeu de données de 7530 séquences (classe « ABCDE Scop »)
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caractérisiques des domaines globulaires des proténes. Cette classe sera utiliste dans la

caractérisation des domaines globulaires des proténes (cf. chapitre V).

Tableau 2 : Effectifsdesbanquesde protéines.

Banque | Effectifstotaux Effectifs totaux Effectifs utilisés Effectifs utilisés
(séquences) (Acidesaminés) | avec unefenétre | avec unefenétre
de17 de 11
A 1521 219 642 195 306 204 432
B 2 262 335 447 299 255 312 827
C 1798 460 121 431 353 442 141
D 1794 281 923 253219 263 983
E 155 64 303 / /
F 155 31516 29 036 29 966
G 688 38 228 27 220 31348
Totd 8373 1431180 1235 389 1284 697

L’évduatiion des paramétres dans les méhodes d'andyse de texture se fat en
caculant la valeur du paramétre pour chaque fenétre de la séquence protéique. Une fenétre de
17 acides aminés ne tient pas compte des 8 premiers et 8 derniers résidus, une fenétre de 11
des 5 premiers et 5 derniers résdus. Le nombre d acides aminés d une proténe utilisés dans
le cacul ne prend pas en compte les quelques acides aminés du début et de fin de la séquence
correspondant respectivement ala premiere et ala derniere fenétre de la sequence (Figure 24).
Les efectifs de chague banque sont différents suivant la talle de fenétre utilisée pour le cadcul
du paramétre (Tableau 2).

I%-DEPQS\/SGI EE.a. ........................................ —

Figure 24 : Principedelafenétreglissante.
La premiére fenétre de 17 a pour résidu central L, la seconde G et la troisiéme P etc.... Les huit premiers
acides aminés (grisés, GSLRHSGP) ne sont pas pris en compte dans les calculs, de méme que les huit
derniersacidesaminésdela séquence (SPDSPKGS).

3 Résultats

3.1 Meéthode de premier ordre

3.1.1 Etude de la distribution du parametre « pourcentage d’acides aminés
hydrophobes »
Nous avons étudié le parametre « pourcentage d'acides aminés hydrophobes » dans

la méhode de premier ordre afin d’avoir une vison du profil d hydrophobie des séquences
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protéiques des différentes classes de notre banque et de mettre en évidence éventuelement
des dmilaités de profils Nous avons évaué ce paramére en utilisant les deux talles de
fenétre 17 e 11 acides aminés. Le code utilisé a peu d'importance puisqu’il n'influe pas sur le
nombre d acides aminés hydrophobes de la fenétre. Nous avons utilisé le code O1. Le Tableau
3 présente les vaeurs moyennes du pourcentage d acides aminés hydrophobes calculées pour

chaque classe de notre banque.

Tableau 3 : Méhode de premier ordre.
classe SCOP | min | %VILEFMYW (6)] max
A 0,00 | 32,36 +/-9,87 | 64,71
0,00 | 31,74+/-9,25 | 64,71
0,00 | 33,16 +/-9,12 | 64,71
0,00 | 32,59 +/-9,28 | 64,71
0,00 | 38,59 +/- 13,97 | 82,35
0,00 | 2356 +/-994 | 5294
0,00 | 32,39 +/-12,55 | 81,81
0,00 | 31,74 +/-11,90 | 81,81
0,00 | 33,19 +/-11,85| 81,81
0,00 | 32,61 +/-11,90 | 90,91
0,00 | 38,61 +/- 16,35 | 100,00
0,00 | 23,33 +/- 12,18 | 63,64

fen 17

code
01

fen 11

O@TMITUOwW>»|OMUTO0Ow

Les vaeurs moyennes de chague classe sont identiques pour les deux talles de
fenétres. Nous avons égdement caculé les digtributions des pourcentages d acides aminés
hydrophobes pour les fenétres 17 et 11. Nous avons représenté ici la distribution obtenue en
utilisant lafenétre de 17 (Figure 25).

30

N
a1
1

N
o
1

Effectifs (%)
[
(5]

=
o
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Pourcentage d'acides aminés VILFMYW (%)

Figure 25 : Distribution du pour centage d’ acides aminés hydr ophobes, code 1234, fenétre 17.

Les courbes représentatives des quatre classes A, B, C & D, correspondant
respectivement aux repliements tout a, tout b, a/b e a+b, sont superposées; il n'y a pas de
différence dgnificative du pourcentage d acides aminés hydrophobes. Le pourcentage moyen
d acides aminés hydrophobes caculé par fenétre et de 32,5%. Le nombre minima d acides
aminés hydrophaobes par fenétre est de O résidus et le nombre maximal est de 11 résidus.
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La banque F présente une didribution plus gplatie que les autres courbes (kurtosis
plus faible par rapport aux courbes A, B, C e D). Le pourcentage moyen d acides aminés
hydrophobes (38,59%) differe dgnificativement par rgpport au autres vaeurs moyennes
caculées (rget de I'hypothése Hy dans le test statistique de comparaison de deux moyennes
dapres [GRAIS, B 1992]). Cette banque, correspondant aux protéines membranaires,
contient de nombreux amas hydrophobes plus longs et plus riches en acides aminés
hydrophobes. Le nombre minima d acides aminés hydrophobes par fenétre et de O résidus et
le nombre maxima est de 14 résidus.

La banque G, contenant les petites protéines, présente une distribution déplacée vers
la gauche par rapport aux autres courbes (skewness négatif par rapport aux courbes A, B, C et
D). Le pourcentage moyen d'acides aminés hydrophobes (23,56%) differe significativement
par rgpport aux autres vaeurs moyennes caculées (rget de I'hypothése Hp dans le test
satistique de comparaison de deux moyennes d' apres [GRAIS, B 1992]). Le nombre minimd
d acides aminés hydrophobes par fenétre est de 0 résidus et le nombre maxima et de 9
résdus.

Nous avons congaté que dans les calculs avec la fenétre de talle 11, les écarts-types
sont logiquement plus éevés e les vdeurs sont plus dispersées par rapport a la valeur

moyenne de la banque.

3.1.2 Etude du profil d’hydrophobie
Nous avons éudié le profil d hydrophobie de différentes séquences représentatives
de chague classe structurae (Figure 26).

1AF7 (domaine 1) 1AF7 (domaine 2)

entage d'acides aminés
VILFMYW (%)
8

g
20 £7 204
8

Pourc

0 dasseA (a) £ clase C (a/b)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Résidu central Résidu central

1AFT domaine 1 domaine 2
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Figure 26 : Profil d’hydrophobie de différentes protéinesissuesdesbanquesA, B, C, D, F et G.
Les chaines protéiques 1AF7 (domaine 1), 1A1X, 1AF7 (domaine 2), 1AWO0, IMAZ, 1A0T, 1BHI et 1BNB
correspondent  respectivement a des protéines tout alpha, tout béa, alpha/béta, alphatbéta,
membranaires (hélices transmembranaires), membranaires (brins béa formant un pore), a des protéines
de petites tailles avec une structure majoritaire en hélice et a de protéines de petites tailles avec une
structuremajoritaireen brins.

Nous congtatons a partir des séguences éudiées que les vaeurs de pourcentage
d acides aminés hydrophobes trés faibles (5-10%) correspondent a des régions de la séquence
présentant peu ou pas d amas hydrophobes (encadrées sur les tracés HCA) et inversement des
régions riches en amas hydrophobes présentent des pourcentages dacides aminés

hydrophobes entre 60 et 80% (comme par exemple dans les protéines 1A0T ou IMAZ).
3.2  Méthode de cooccurrence

3.2.1 Etude des distributions des paramétres entropie et contraste

Les deux parametres nous semblant pertinents sont |'entropie et le contraste.
L’entropie mesure la complexité de la séquence. Elle permet de caractériser le degré de
granulation de la séquence sous sa représentation HCA. Le contraste mesure les variations
locales des niveaux d enfouissement ou d’hydrophobie de la séguence. Nous avons déterminé
I’entropie et le contraste moyen pour les classes A, B, C, D, F & G de notre banque en
utilisant les deux tailles de fenétres 17 et 11 et deux codages différents (code 01 et code 1234
correspondant respectivement au code hydrophobe HCA et au code a4 groupes) (Tableau 4,
page suivante).
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Tableau 4 :

M éthode de cooccur rence.

min

entropie (0)

max

min

contraste (0)

max

code
1234

fen 17

0,24
0,00
0,00
0,07
0,28
0,26

0,70 +/- 0,06
0,71 +/- 0,06
0,71 +/- 0,06
0,71 +/- 0,06
0,69 +/- 0,07
0,70 +/- 0,06

0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86

0,30
0,00
0,00
0,20
0,20
0,30

2,61 +/- 0,90
2,53 +/- 0,91
2,60 +/- 0,91
2,66 +/- 0,93
2,24 +/- 0,91
2,26 +/- 0,86

7,55
7,40
7,40
7,05
7,00
6,15

fen 11

0,14
0,00
0,00
0,00
0,14
0,14

0,76 +/- 0,09
0,76 +/- 0,09
0,76 +/- 0,08
0,76 +/- 0,08
0,74 +/- 0,10
0,76 +/- 0,09

0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88

0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,10

2,62 +/- 1,18
2,54 +/- 1,17
2,60 +/- 1,17
2,67 +/- 1,21
2,25 4/- 1,15
2,26 +/- 1,09

8,50
9,00
9,00
8,20
7,70
8,10

code
01

fen 17

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,38 +/- 0,07
0,38 +/- 0,06
0,39 +/- 0,06
0,39 +/- 0,06
0,39 +/- 0,06
0,32 +/- 0,09

0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,42 +/- 0,14
0,45 +/- 0,14
0,45 +/- 0,14
0,45 +/- 0,14
0,46 +/- 0,15
0,37 +/- 0,16

0,95
1,00
1,00
0,95
1,00
0,90

fen 11

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

GTMOO®PIOTIoOOT>IOTMIOO ®>IOOTOO >

0,46 +/- 0,11
0,45 +/- 0,11
0,46 +/- 0,11
0,46 +/- 0,11
0,47 +/- 0,11
0,38 +/- 0,15

0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,42 +/- 0,19
0,46 +/- 0,19
0,45 +/- 0,19
0,45 +/- 0,19
0,46 +/- 0,19
0,37 +/- 0,20

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

Nous ne présentons ici que

les digributions

obtenues en utilisant une talle de

fenétre de 17. En effet, nous avons congtaté que I'évaluation des parametres de cooccurrence

et de longueur de plage fasant intervenir I'utilisation d'une matrice de cdcul, N'ex pas

intéressante quand la matrice est de petite taille (pour une fenétre de 11 acides aminés, nous

utilisons une matrice de talle 15 avec une longueur de 3 & une hauteur de 5). Dans la

méthode des longueurs de plage, une longueur de 3 résidus dans la direction horizontae ne

permet en effet pas de fare ressortir une information d uniformité ou d homogénété dans la

digribution des plages recherchées. Les Figure 27 e 28 montrent les digtributions caculées

pour les parametres entropie et contraste avec une fenétre de 17 acides aminés et les codes

1234 et O1.
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Figure 27 : Distribution desvaleursdu contraste dans chaque classe de notre banque en utilisant une
fenétre de 17 acidesaminés.

Pour le contraste, toutes les classes de notre banque présentent un aspect globa
amilare au sein dun méme code (Figure 27). Les modes sont respectivement compris dans
les intervales 0,5-0,75 et 2,25-2,50, pour les codes 01 et 1234. L’ é&endue (différence entre la
plus grande et la plus petite valeur) est identique pour toutes les classes au sein d’'un méme
code. Seule, la digribution de la banque G ®mble différente avec le code 01. Les vaeurs de
contraste moyen des banques F et G sont plus faibles que celles des autres banques.

Pour |'entropie, nous avons a nouveau des digributions trés smilaires, hormis pour
labanque G (Figure 28).
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Figure 28 : Distribution del’ entr opie dans chaque classe avec la fenétre de 17 acides aminés.

Avec le code 01, la digtribution de la courbe G est beaucoup plus éendue que celle

des autres courbes. Avec le code 1234, dle ressemble au contraire plus a une courbe

gaussenne avec des vaeurs plus devées que les autres courbes. Les vaeurs moyennes sont

identiques pour le code 1234 dors qu'dles différent avec le code 01, I’entropie moyenne éant

beaucoup plus faible dans labanque G que dans les autres banques.

3.2.2 Etude de profils de cooccurrence

Nous avons tracé les profils de contraste et d entropie des huit fragments protéiques

utilisés précédemment (Figure 29).
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Figure 29 : Profil de cooccurrence de protéinesissuesde nosbanquesA, B, C,D, Fet G.

Nous avons condaté que dans |'ensemble, I'entropie varie peu au niveau de nos

s&quences,  sauf

lorsque sont présentes des régions possedant peu dacides aminés

hydrophobes (comme par exemple les régions 200 a 215 de la proténelAOT et 35 a70 de la

protéine IMAZ). Le contraste semble ére plus senshle cependant, on congtate qu'il fluctue

égdement avec la présence/absence d’ amas hydrophobes dans la séquence (Figure 29).

3.3 Méthode des longueurs de plage

3.3.1

Etude des distributions des parameétres SRE, LRE, GLD, RLD et RLP

Pour la mise en place de la méhode de longueurs de plage, nous avons redéfini pluseurs

paramétres en accord avec le systéme HCA:
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- SRE: paramétre « poids» des plages courtes (une plage correspondant a |I’'ensemble des
acides aminés d'une ségquence ayant la méme vaeur d hydrophobie ou une autre grandeur
suivant I’ échelle choise).

- LRE : parametre « poids » des plages longues

- GLD: paamétre «digribution des niveaux d hydrophobie ou d enfouissement », qui

mesure I uniformité de la distribution des niveaux d’ hydrophobie

- RLD : paramétre « digtribution des plages »

- RLP : paramétre qui correspond au pourcentage de plages.

Nous avons appliqué les deux codages (code hydrophobe HCA et code a4 groupes)
en utilisant la fenétre de 17 acides aminés. Nous avons testé égdement le code spécid amas-
non amas (acide aminé inclus dans un amas et acide aminé non inclus dans amas) qui devrait
nous permettre de cerner la répartition des amas les uns par rapport aux autres dans la
saquence, leur dengité dans la sequence et leur type (long ou court).

L’utilisation du code amas transpose les amas comme des plages appelées «plages
d amas» et I'utilisation du code 01 transpose les successons d'acides aminés hydrophobes en
plages dhydrophobes. Nous précisons ici la différence entre plage damaes et plage
d  hydrophobes (Figure 30).
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Figure 30 : Définition de plages d’'amas (agauche) et de plages d’ hydrophobes (adroite) dans une fenétre.
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Une plage est une région de la matrice constituée par un ou plusieurs acides aminés lus dans la direction
horizontale. A gauche, tous les acides aminés inclus dans des amas sont grisés. Les plages d’amas sont
encadrées. Nous dénombrons 7 plages d’amas de longueur 1 (F, F, L, F, Q, H et H) et 3 plages d'amas de
longueur 2 (IL, LL e LL). Une plage d’'amas peut contenir n'importe quel acide aminé qu’il soit
hydrophobe fort ou non hydrophobe fort. A droite, seuls les acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y
et W) sont grisés. Les plages d'hydrophobes (encadrées) correspondent a la plus grande succession
d’acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y & W). Nous dénombrons 4 plages d hydrophobes de
longueur 1 (F, F, L & F) et 3 plages d’amas de longueur 2 (IL, LL et LL). Lerésidu central de la fenétre
est souligné.

Les paramétres moyens caculés avec les codes amas, 01 et 1234 sont présentés
Tableau 5 et Tableau 6.

Tableau 5 : Mé&hode deslongueursde plage, code Amas, fenétre 17.

classe SCOP | mi SRE (6) max| min LRE (6) max | min GLD (6) max | min RLD (6) max | min RLP (6) max
0,04 049+/-019 0,97]|1,13 7,07 +/-594 25,00) 4,14 6,58+/-1,56 12,08|1,75 5,35+/-2,43 22,08]0,29 0,73+/-0,21 1,41
0,04 0,54 +/- 0,17 1,00 1,00 5,51 +/- 4,47 25,00) 4,14 5,51 +/-1,57 12,52]1,75 5,99 +/-2,67 25,00]0,29 0,80 +/-0,20 1,47
0,04 052+/-0,18 100|100 6,29 +/-5,440 25,00] 4,14 6,84+/-159 1252|175 572+-260 2500]0,29 076+/-021 147
0,04 0,52 +/- 0,18 097113 6,18+/-5,23 25,000 4,14 6,84 +/-1,59 12,08}1,75 5,72+/-2,58 22,08]0,29 0,76 +/-0,21 1,41
0,04 044+/-0213 096]|1,26 9,02+/-7,45 25,00] 4,14 6,32+/-1,59 11,70] 1,75 5,10 +/-237 21,09]0,29 0,67 +-0,24 1,35
0,04 053+/-0,17 0,96|1,26 6,23 +/-4,63 25,00) 4,14 6,79+/-152 11,52|1,75 5,58 +/-2,58 21,09]0,29 0,76 +/-0,20 1,35

5

code amas | fen 17

® Mmoo w >

Tableau 6 : M éthode deslongueursde plage, code 01 et 1234, fenétres 17 et 11.

min SRE (6) max] min LRE (6) max | min GLD (6) max | min RLD (6) max | min RLP (6) max
024 0,82+/-0,10 1,00|1,00 2,06+/-0,80 1557|250 5,63+/-0,82 10,27|1,75 13,04+/-429 2500 0,41 1,15+/-0,15 147
0,04 0,83+/-0,09 100|100 1,92+/-0,72 2500|214 573+/-0,81 11,09]189 13,88+-435 2500|029 1,18+/-0,14 147
0,04 0,82+/-0,09 1,00]1,00 1,99+/-0,75 25,00| 1,67 5,64 +/-0,80 11,52]1,75 13,44 +/-4,31 25,00] 0,29 1,17 +/-0,15 1,47
020 0,83+/-0,09 100|100 1,97+/-0,74 1950|225 5,68+/-0,80 10,09|1,75 13,58 +/-436 2500|035 1,17+/-0,15 147
0,34 0,82+/-0,10 1,00|1,00 2,10+/-0,87 10,33| 2,80 5,79+/-0,87 10,52]2,11 13,01 +-4,36 2500|053 1,15+/-0,15 147

fen 17

code 0,39 0,83+/-0,09 1,00]1,00 1,98+/-0,88 11,00} 2,82 5,76 +/-0,82 10,52] 3,00 13,52 +/-4,31 25,00} 0,53 1,17 +/-0,15 1,47
1234 011 0,84+/-0,11 100|100 1,81+/-069 900|167 3,81+/-063 753|243 879+-313 1500|046 1,12+/-0,15 136
011 0,85+/-0,11 1,00)1,00 1,71+/-0,63 9,00 | 167 3,84+/-0,62 753|243 9,28+/-3,14 1500|046 1,14+/-0,15 1,36

fen 11 011 0,85+/-0,11 100|100 1,76+/-0,66 9,00 | 167 3,79+/-0,61 753|243 9,02+/-3,12 1500|046 1,13+/-0,15 1,36

011 0,85+/-0,11 100|100 1,75+/-0,66 900|167 3,81+/-062 753|243 9,09+-315 1500|046 1,13+/-0,15 136

028 0,84+/-0,12 1,00)1,00 1,84+/-0,73 683|167 3,92+/-0,66 7,14 |243 8,77+/-3,17 15,00] 055 1,11+/-0,16 1,36

028 0,85+/-0,11 100)100 1,76+/-0,65 683|167 3,87+/-0,63 700|243 9,04+/-3,13 1500}055 1,13+/-0,15 136

0,04 0,59+/-0,14 0,97|1,13 534+/-2,77 2500|300 6,93+/-1,34 1208|175 5.66+/-2,62 2208|029 0,79+/-0,17 141

0,04 0,62+/-0,13 1,00|1,00 4,85+/-2,54 2500|260 7,25+/-1,36 12,52|1,75 6,26+/-2,82 25,00 0,29 0,83+/-0,17 1,47

fen 17 0,04 0,61+/-0,13 1,00]1,00 4,92 +/-2,53 25,00| 2,60 7,16 +/-1,36 12,52]1,75 6,09+/-2,75 25,00] 0,29 0,82+/-0,17 1,47

0,04 0,61+/-0,13 0,97 |1,13 4,93+/-2,56 2500|260 7,18+/-1,36 12,08|1,75 6,13+/-2,75 2208|029 0,82+/-0,17 141

0,04 0,62+/-0,14 1,00|1,00 4,74 +/-2,58 25,00 3,00 7,28 +/-1,40 12,52|1,75 6,42+/-2,99 2500 0,29 0,84+/-0,18 1,47

code 0,04 0,56+/-0,16 0,95]1,26 6,85+/-4,32 25,00) 3,33 6,64+/-1,35 11,52)1,75 5,18+/-2,47 19,35]0,29 0,73+/-0,19 1,35
01 0,11 0,61+/-0,17 1,00|1,00 3,55+/-1,49 900|260 4,92+/-0,79 753 |243 4,56+/-2,02 1500|046 0,84+/-0,17 1,36

0,11 0,64+/-0,17 1,00|1,00 3,32+/-1,44 9,00 | 260 5,08+/-080 753|243 4,90+/-2,22 1500|046 0,87+/-0,18 1,36
0,11 0,63+/-0,17 1,00|1,00 3,36+/-1,44 900|260 5,01+/-081 753|243 4,80+/-2,16 1500|046 0,87+/-0,17 1,36
011 0,64+/-0,17 1,00]1,00 3,36+/-1,45 900|260 5,03+/-081 753|243 4,82+/-2,17 1500|046 0,86+/-0,17 1,36
0,11 0,65+/-0,17 1,00|1,00 3,28+/-1,43 9,00 | 260 5,07+/-082 753|243 4,99+/-2,18 1500|046 0,87+/-0,18 1,36
011 0,57+/-0,20 100)1,00 413+/-189 900|260 495+/-070 753 |243 436+/-188 1500]046 0,79+/-0,19 136

fen 11

O Mo O w>»|0 Moo w>»|0 Mmoo wm>»|0 Mo 0O @ >

Nous avons tracé les digtributions de chague paramétre avec les trois codes 01, 1234
et amas pour une talle de fenétre 17 (cf. Fgure 31, 32, 33, 34 et 35 pages suivantes). Toutes
les distributions sont semblables, hormis celles se rapportant aux classes F e G, en utilisant
les codes amas et 01. Les plages d'amas et d hydrophobes permettent en effet d obtenir une
information de texture différente, de nature hydrophobe, sur la fenétre considérée sdon les

classes étudiées.
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Paramétre SRE
Le parametre SRE (ou « poids» des plages courtes) permet de mettre en évidence
I’ abondance de plages de petites tailles (Figure 31).
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Figure31: Distribution de SRE dans chaque classe en utilisant unefenétre de 17 acides aminés.

Toutes les digributions calculées avec le code 1234 et le code 01 semblent
smilares. Par contre, les digributions caculées avec le code amas montrent quelques
différences. Les banques A, B, C et D semblent identiques dans I’ensemble et présentent deux
pics (un premier pour une valeur de SRE de 0,3 comprenant presque 15% des effectifs et un
second pour une vaeur de 05 comprenant 7% des effectifs). La digtribution F présente
égdement deux pics Stués aux mémes vadeurs de SRE que précédemment (I'intensté du
premier pic e cependant plus forte (environ 9% des effectifs) et I'intensté du second plus

fable (environ 12% des effectifs)) and qu'un troiseme pic (comprenant environ 5% des
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effectifs). La courbe F correspond aux protéines membranaires et de surface. Ces protéines
contiennent peu d amas hydrophobes de petites talles. || et cohérent d' avoir des vdeurs plus
faibles de SRE pour cette banque. A I'inverse la banque G qui correspond aux proténes de
petites talles, renferme des amas de petite talle e présente des vaeurs SRE plus éevées (le
second pic est plus dargi que dans les autres banques et déplacé versladroite).

Nous congtatons que globdement dans les classes A, B, C & D, il n'y a pas de
différence au niveau du nombre d’ amas de petitestailles.

Parametre LRE
Le paamére LRE rend compte, a lI'inverse du SRE, du «poids» des plages

longues. Nous obtenons un résultat en accord avec celui obtenu précédemment (Figure 32).
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Figure 32 : Distribution de L RE dans chaque banque avec lafenétre de 17 acides aminés.
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Toutes les digributions sont semblables hormis, en utilisant le code amas et e code
01, pour lesquels les classes F e G se disinguent Iégerement. De fagon surprenante, avec le
code 01, la banque G (petites protéines) présente dans I'ensemble des valeurs de LRE
[égerement plus devées que dans les autres banques. Avec le code amas par contre et
logiquement, un nombre important de plages damas de grandes talles peut ére mis en
évidence dans la classe F (proténes membranaires).

Paramétre GLD

Le paramétre GLD correspond a la didribution des niveaux d hydrophobie de la
région éudiée. Il permet de mettre en évidence une uniformité de la digtribution des plages.
Comme précédemment, les digtributions A, B, C et D sont smilaires (Figure 33).
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Figure 33 : Distribution de GL D dans chaque banque avec la fenétre de 17 acides aminés.
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Saules différent les didtributions F et G, en utilisant le code amas. Nous congtatons de
nombreux pics dans la digribution F avec un pic en 550 qui présente environ 25% des
effectifs, ce qui nous indique que prés d'un quart des fenétres issues de la banque F ont des
vadeurs fables de GLD. Ces vdeurs fables de GLD montrent la non uniformité de la
digribution des « niveaux de gris». Dans le cas du code amas, deux niveaux d «amas» sont
retrouvés (acide aminé inclus dans un amas & acide aminé non incus dans un ames). |l
semble que la banque F présente une répartition non uniforme des plages d’amas dans ces
fenétres. La banque F aux protéines membranaires et de surface. Ces protéines contiennent de
nombreux amas hydrophobes de grande talle. Cependant, les passages membranaires riches
en acides aminés hydrophobes sont souvent connectés par des boucles beaucoup moins riches
en acides aminés hydrophobes dans le cas de passages membranaires multiples ou sont isolés
dans la séquence. Cela pourrait expliquer cette distribution hétérogéne des plages. A I'inverse,
la courbe G, correspondant aux petites protéines, semble avoir des vaeurs GLD plus éevées
et présente dans |’ ensemble une uniformité dans la distribution des plages d ames.

Paramétre RLD
Le paametre RLD met en évidence le nombre de plages de méme longueur. Le
parametre RLD augmente s le nombre de plages de méme longueur diminue. La digtribution
avec le code amas montre une vaeur modae de 5 caractérisée par une amplitude trés forte
(pres de 40% des fenétres) (Figure 34).
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Figure 34 : Distribution de RLD dans chaque classe en utilisant unefenétre de 17 acides aminés.

Aing, avec le code amas, prés de la moaitié des fenétres de nos banques A, B, C, D,
F e G présentent un RLD faible montrant une homogénété des talles des plages d'amas au
sain des fenétres. Entre 10 et 15% des fenétres présentent un RLD beaucoup plus devé (entre
8 e 10) ce qui indique la présence de plages de talle différente. La banque F (protéines
membranaires et de surface) se caracté&ise par un pic moins éevé au niveau des vaeurs 8 et
10 de RLD et par une décroissance de ce pic moins marquée que dans les autres banques. Ces
proténes contiennent de nombreux amas hydrophobes de grandes talles & peu damas
hydrophobes de petites talles. 11 semble aind cohérent de trouver un plus grand nombre de
plages de longueur smilaire (Figure 34).

L'utilisation du code 01 met en évidence non pas des plages d'amas, mas des
plages hydrophobes. Les digtributions dans les classes A, B, C, D & F semblent smilaires. La
digribution de la banque G (petites protéines) présente un pic contenant pres de 38% des
effectifs pour des vaeurs moyennes de RLD aux environs de 3, ce qui montre que la
digribution des tailles des plages d'acides aminés hydrophobes tend a ére uniforme dans les
fenétres.

Paramétre RLP

Le parametre RLP correspond au pourcentage de plages (dans notre cas, avec le
code amas, RLP indique le pourcentage de plages d'amas). Les digtributions caculées avec le
code 01 et le code amas sont smilaires (les acides aminés hydrophobes éant principaement
retrouvés dans les amas). La courbe correspondant au code 1234 semble avoir une distribution

différente sdlon la classe éudiée (Figure 35).
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Figure 35 : Digtribution de RLP dans chaque classe en utilisant unefenétre de 17 acidesaminés.

Dans cette étude, le code amas est particulierement intéressant. En effet, appliqué au
cdcul de RLP, il fat ressortir le nombre d'acides aminés inclus dans les amas. Les plages
dénombrées sont dors les plages d'amas. La digtribution du RLP est une courbe sinusol dae
qui semble montrer différents types de texture d’amas dans les fenétres. Quatre densités de
plages damas sont identifiées parmi les fenétres (RLP vaant respectivement 0,25; 0,55;
0,75 et 1,05), dlant d'un faible nombre d acides aminés de la fenétre de cacul inclus dans des
amas a une grande mgorité des acides aminés condituant des amas. Nous remarquons que
dans les banques A, B, C, D e G, 40 a50% des fenétres ont une valeur de RLP compris entre
0,7 e 0,9. Un RLP devé indique une texture assez hétérogéne. Il semble donc que I'ensemble
des fenétres de nos banques contient une texture hétérogéne en amas e a peu pres
équivaente. Une fraction plus petite (15% des fenétres) a des vaeurs de RLP plus fables
avoignant 0,5-0,6. Dans la courbe F, une derniére fraction correspondant a des RLP de 0,2-
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0,3 (5 a10% des fenétres) apparait. Ce pic correspond sans doute a des régions renfermant
des amas hydrophobes de grande taille, composant |es passages membranaires.

3.3.2 Etude de profils des longueurs de plage
Nous avons tracé les profils des longueurs de plage pour nos huit fragments

protéiques étudiés précedemment (Figure 36).
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Figure 36 : Profilsdeslongueursde plage de protéinesissues de nos banques.

Nous avons séparé les cing parametres de longueur de plage en deux groupes:
d'une pat, SRE e RLP qui semblent fournir la méme information de texture. 1ls montrent

I’'importance des plages d'amas courtes et la présence dans ce cas de textures fines; et d autre
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pat LRE, GLD & RLD qui nous donnent une information sur I'uniformité de la répartition
des plages et de I'importance des plages longues.

L'utilisstion d'un code amasnon amas impose une évolution sSmilare des
paramétres GLD e RLD dans une séquence. Comme dans les profils précédents (hydrophobie
et cooccurrence), les différents paramétres ne varient que lors d'un changement de niveau
d hydrophobie tres important dans la séquence. 1l faut noter que le paramétre LRE présente
des vaeurs tres devées en présence de plages d’amas longues dans la ségquence, ce qui
col ncide avec la présence de régions de ségquence riches en amas de grande taille (par exemple
la région 120 a 180 de la protéine IMAZ). Comme nous n'avons pas mis en évidence de
caractéristiques particuliéres dans la répartition des amas dans chacune des banques A, B, C et
D, qui présentent des paramétres moyens de texture identiques (cf. pourcentage moyen
d hydrophobie, contraste, entropie, SRE, LRE, GLD, RLD & RLP), nous avons souhaité
vérifier la composition des amas les congtituant. Cette éude n'a pas éé fate sur les banques F
et G éant donné que nous avions d§a mis en évidence une abondance d amas de grande taille
dans la banque F (protéines membranaires) et inversement une pauvreté en amas et plus

spécifiquement en amas de grande taille dans la banque G (petites protéines).

3.4  Distribution des amas hydrophobes dans les banques A, B, Cet D

Nous avons souhaité évauer la répartition des talles des amas dans les proténes
présentant un repliement tout a, tout b, a/b e a+b e edimer dans quele proportion les
acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y e W) sont répartis dans les différents amas
hydrophobes. Nous avons ans tracé la didribution de la talle des amas hydrophobes en
fonction du nombre d'acides aminés hydrophobes les composant au sein des proténes

contenues dans nos classes A, B, C et D (Figure 37).
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Figure 37 : Distribution du nombr e d’ acides aminés hydr ophobes contenus dansles amas en fonction de
leur longueur.
Seulesles amas hydr ophobes ayant unetaille comprise entre 3 et 20 acides aminés ont été considér és.

Les amas de taille 1 et 2 (L et 11), tres répandus dans les séquences protéiques, ne
sont générdement pas associés a des structures secondaires réguliéres [HENNETIN, J. 2003]
(ils ne sont donc pas représentés dans la digribution). La didtribution de la Figure 37 est
limitée aux amas de 20 acides aminés. Bien que moins nombreux, les amas de grandes tailles
sont présents dans les domaines globulaires dans les classes A, B, C & D de SCOP, mas
correspondent souvent a des amas associés a plusieurs structures secondaires régulieres dits
amas multiples.

Pour ces quatre courbes, le nombre d' acides aminés hydrophobes congtituant chague
talle damas semblent congant et avoisne le tiers. Le rapport talle/nombre d hydrophobes
es linéare. Les banques C e D présentent des digtributions similaires avec une abondance
d' ames de talle 4 a6 et des amas de grande taille beaucoup moins nombreux. La banque B
contient beaucoup d’amas hydrophobes de petite taille et tres peu d'amas de grande taille a
I'inverse de la banque A qui présente comme atendu un grand nombre d'amas de grande
taille. Les amas hydrophobes de ces quatre classes contiennent au minimum un tiers d acides
aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y e W). Plus ils sont longs, plus ils contiennent des
acides aminés hydrophobes.

4 Discussion et Conclusion

En adaptant certaines méhodes d'andyse d'image au tracé bidimensonnd HCA, nous
avons souhaité pouvoir « quantifier » et caractériser des régions de texture différente dans les
sequences protéiques. Pour calibrer nos paramétres (pourcentage dacides aminés
hydrophobe, contraste, entropie, SRE, LRE, GLD, RLD et RLP) et observer leur variation,
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nous avons utilise sx banques de repliements protéques issues de SCOP (A, B, C, D, F, et
G), deux talles de fenétres de travail (17 e 11 acides aminés), plusieurs codes (01, 1234
amas). Nous avons tracé les didtributions de ces parametres pour chacune des banques. Les
résultats obtenus lors des comparaisons de moyennes deux a deux sur des banques identiques
évaduées avec des talles de fenétre différentes sont trés variables. Par exemple, dans le cas de
cdcul dentropie, de LRE, GLD, RLD et RLP, la talle de la fenétre semble jouer un réle sur
les valeurs moyennes caculées dors que dans le calcul de contraste ou de SRE, les tailles de
fenétres 17 e 11 nous donnent des résultats voisins. Ces données nous indiquent que le signal
de texture extrait des parametres ne ressort pas clairement en utilisant I'une ou I'autre fenétre.
De plus, pour les caculs utilisant la fenétre de taille 11, les écarts-types sont plus deveés et les
vaeurs sont plus dispersées par rapport ala vaeur moyenne de la banque. Dans ce contexte,
pour I’andyse des paramétres de texture, nous avons choid par la suite d utiliser la fenétre 17.
Pour le calcul des paramétres de la méthode des longueurs de plage avec le codage amas-non
amas, nous avons chois de travailler uniquement sur une fenétre de 17 car 11 correspond a
une fenétre trop petite pour rendre compte de la distance entre amas.

L’ utilisation des codes 01 et 1234 ne Sest pas révélée informative. En effet, le code 01
utilisd dans les paramétres entropie, contraste, et dans les cing parametres de la méthode des
longueurs de plage nous fournit une information sur la répatition des acides aminés
hydrophobes dans la fenétre au travers de calculs assez complexes. Or, cette information est
directement obtenue en caculant le profil d hydrophobie de la protéine sur une fenétre de 17
acides aminés. Le code amas, utilise uniquement dans la méthode des longueurs de plage, et
particulierement intéressant car il rend compte de la talle et de la répatition uniforme des
amas hydrophobes dans la séquence. Dans le cas du cacul du LRE, cette propriété nous a
permis de mettre en évidence la présence de nombreux amas de grande talle dans les
protéines membranaires (banque F) e inversement la pauvreté en amas des protéines de
petites tailles (banque G), comme attendul.

Dans I'ensemble, les vaeurs moyennes de chacun des paramétres caculés dans les
six banques ne different pas sauf pour les banques F et G qui possedent des compositions bien
paticuliéres. La banque F contient des protéines membranaires et de surface et la banque G
des proténes de petites tailles. Les banques A, B, C et D correspondent aux domaines
globulaires des protéines et présentent des variations identiques des parametres de texture. |l
n'est donc pas possble de différencier les repliements dpha des repliements béta a partir de
ces vdeurs moyennes. Néanmoins, I'obsarvation de «profils»  d hydrophobie, de

cooccurrence et de longueur a permis de mettre en évidence la sensihbilité des parametres en
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fonction de la texture en amas de la séguence. Aind, des régions pauvres en amas sont
souvent corrélées a des vaeurs extrémes des parameétres de texture que nous avons définis,
dors que des régions présentant une répatition uniforme d'amas hydrophobes N entrainent
gue peu de variations de ces parameétres.

Les informations de texture que nous avons extraites a partir de ces parameétres
mettent en évidence la répatition uniforme des amas dans les séquences. Cependant, nous
avons observé gu'avec le sed profil d hydrophobie, nous obtenions dga cette information. De
plus, sur ce profil, nous pouvons identifier les limites des régions homogénes en amas des
régions présentant peu d’ amas hydrophobes (Figure 38).
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Figure 38 : Corrédation entre profil hydrophobe et représentation HCA.

Une andyse visudle du tracé HCA pemet de ddimiter facilement, les domaines
globulaires dructurés comportant des acides aminés regroupés en amas. Les régions non
structurées ou peu structurées contiennent moins d'acides aminés hydrophobes, congtituant

souvent de petits amas. L'andyse du profil hydrophobe montre que ces régions non
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dructurées ou peu dructurées correspondent a des diminutions tres fortes du pourcentage
d acides aminés hydrophobes (voir pour exemple postions 70 a 110 de la proténe HP1 de
souris . P83917, Fgure 38). Aind, la proténe HPL peut ére diviste en deux domaines
globulares didincts. Ceux-ci  correspondent respectivement aux domaines CHROMO et
CHROMO SHADOW [AASLAND, R. et d., 1995; YE, Q. et d., 1997].

En concluson de cette approche, nous avons congaté I'inadéquation des méthodes
dandyse de texture classquement utilistes en imagerie pour extrare des informations
différenciées et pertinentes des séguences protéques trangposées sous le format HCA. En
effet, ces méhodes utilisent souvent de nombreuses images qui renferment des millions de
pixels pour extrare des paraméres dgnificatifs. Notre image HCA composée de pixels
«acides aminés» et de loin beaucoup moins riche et ne contient que quelques dizaines a
quelques centaines de pixels, nombre manifetement insuffisant pour trangposer |’ goproche
classque d' analyse de texture 2D anotre problématique.

Néanmoins, cette éude nous a conforté dans la recherche d'une procédure de
ddlimitation des régions structurées des sequences, basée sur leur profil hydrophobe, ce que
NOUS présentons ci- apres.
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Chapitre V

DomHCA : un outil pour prédire les régions structurées

1 Introduction : Travaux précédents

1.1  Prédiction de domaines structuraux

Les domaines sont consdérés comme les unités de base de repliement, de fonction
et dévolution [HOLM, L. et a., 1994]. La connaissance de I’organisation en domaines d une
protéine et souvent le point de départ crucid pour la comprénension de sa structure et de sa
fonction. La prédiction in slico des limites de domaines peut ére rédisée en se focdisant soit
aur les domaines eux-mémes, soit sur des régions dites « linkers» entourant les domaines.
L’'étude et la caractérisation de familles de proténes ont permis de développer des méthodes
de prédictions de domaines au moyen de comparaisons de séquences (e.g. DIVCLUS [PARK,
J et d., 1998], DOMAINATION [GEORGE, R. A. e d., 2002g], CHOP [LIU, J et d.,
2004],...) et de congtituer des bases de données de domaines potentiels (ProDOM [CORPET,
F. et a., 2000, DOMO [GRACY, J e d., 1998], ...). Les méhodes proposées sont
générdement efficaces quand les smilarités de Séquence sont devées mas ne peuvent
Sappliquer aux séquences orphelines. Ces séguences orpheines représentent néanmoins une
part importante des séquences issues des génomes (entre 20 et 30% des cadres de lecture
ouverts (ORFs) de la plupart des génomes séquencés [SIEW, N. et a., 2004] et jusgu’a 60%
du nombre tota de proténes prédites du génome de Plasmodium falciparum [GARDNER, M.
J et d., 2002]). Pour notamment surmonter cette difficulté, des gpproches ab initio, basées
uniguement sur I'information de séguence, ont éé développées. Les premieres méthodes
reposent sur des propriétés physicochimiques [BUSETTA, B. et d., 1984; VONDERVISZT,
F. et a., 1986; KIKUCHI, T. et a., 1988]. Des méthodes plus récentes ont pour bases des
andyses daigdiques des longueurs des domaines (Doman Guess by Sze [WHEELAN, S. J.
et d., 2000]), des caculs d hydrophobie et de charge (Foldindex, [UVERSKY, V. N. et d.,
2000]), des gmulations ab initio de dructures tridimensonndles (SnapDragon, [GEORGE,
R. A. et a., 2002b]), la comparaison des structures secondaires prédites avec celles observées
dans des chaines ayant des domaines dont les limites sont connues (DOomSSEA, [MARSDEN,
R. L. et a., 2002]), des corrdations entre I'entropie de la chaine latérale et les interactions
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fortes entre résidus [GALZITSKAYA, O. V. et d., 2003], les propensons des acides aminés a
étre dans un éat ordonné ou dans un éat désordonné (GlobPlot, [LINDING, R. et a., 2003b])
ou encore des réseaux de neurones combinant des informations d évolution, de compostion
en acides aminés, de prédiction de dructures secondaires et d'accesshilité au  solvant
(CHOPNet, [LIU, J. et a., 2004)).

Un autre moyen pour ddimiter les domaines d une séquence consiste a caractériser

les régions de « linkers », qui sont le plus souvent situées entre domaines structurés.

1.2  Prédiction de « linkers » et de régions non structurées

Des andyses daigtiques de la compostion en acides aminés de « linkers» ont é&é
rédisées [GEORGE, R. A. et d., 2003; SUYAMA, M. et al., 2003; TANAKA, T. et d., 2003]
permettant, dans certains cas, le développement de méthodes de prédictions de linkers comme
DomCut [SUYAMA, M. et a., 2003]. Les régions désordonnées ou non structurées peuvent
auss étre consdérées comme des sequences linkers, mais se disinguent des linkers courts car
elles sont généraement conservées au cours de I'évolution et adoptent pafois des structures
secondaires régulieres en e liant a d’autres molécules [DY SON, H. J. et a., 2005; FINK, A.
L. 2005]. Pluseurs méthodes peuvent ére utilistes pour prédire les régions désordonnées.
Certaines sont basées sur la détection de régons de faible complexité, c'est adire renfermant
des acides aminés souvent répétés (pas forcément de maniere réguliere), essentidlement
proline, glutaming, s&rine e thréonine (SEG [WOOTTON, J. C. 1994] ou CAST
[PROMPONAS, V. J. et d., 2000]) ou de régions ou peu ou pas de sructures secondaires
régulieres sont prédites (NORSp [LIU, J. et al., 2003]). Il faut noter cependant que les régions
de fable complexité ne sont pas forcément des régions désordonnées e vice versa
[DUNKER, A. K. et d., 2002]. Des méthodes plus spécifiques ont é&é développées. Elles sont
principdement basées sur des caractérigiques discriminant les régions désordonnées des
domaines globulaires ((BRACKEN, C. et al., 2004], Foldindex [UVERSKY, V. N. et 4.,
2000], GlobPlot [LINDING, R. et a., 2003b], PONDR [ROMERO, P. et al., 2001,
VUCETIC, S. et a. 2003], DiISEMBL [LINDING, R. et d., 2003g, DISOPRED ou
DISOPRED2 [JONES, D. T. et a., 2003; WARD, J. J. ¢ d., 200da; WARD, J. J. ¢ 4.,
2004h]).

Récemment, une nouvelle méhode de détection de linkers a é&é proposée. Elle
repose sur la comparaison d' un jeu de données de séquences structurées et de séguences non
structurées, et sur la distance entre deux amas hydrophobes (tels que définis par la méhode
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HCA). Cette méthode nommée PreLink, permet de calculer la probabilité d'une séquence a
étre non structurée et de prédire certains linkers [COEY TAUX, K. et d., 2005].

1.3  Conclusion et but de I'étude

Les méthodes présentées ci-dessus utilisent soit des dignements multiples et sont
dors tributaires de la connaissance d'autres membres de la famille protéque éudiée, soit des
jeux de données (apprentissage) et sont efficaces sur des proténes «standards ». Cependant,
eles obtiennent souvent de mauvais réaultats sur des séquences présentant des textures
particulieres et " ayant pas ou peu d'identité de sequences avec une protéine connue.

La méhode Hydrophobic Cluster Andyss (HCA), que nous avons précédemment
présentée, repose sur les principes physico-chimiques et topologiques gouvernant le
repliement des domaines globulares [GABORIAUD, C. et d., 1987; CALLEBAUT, I. et 4.,
19974]. Elle permet directement, a partir d'une seule séquence, I'acces a la texture et au
découpage en domaines (voir pour exemple [MORNON, J. P. et a., 2002a; MORNON, J. P.
et a., 2002b]). En effe, les régions dructurées contiennent typiquement des ames
hydrophobes de longueur proche de celles des structures secondaires réguliéres aors que les
régions non structurées sont appauvries en amas hydrophobes ou ne renferment que des amas
de petites talles L’utilisstion d'une représentation en deux dimensons de la Sséguence,
permet beaucoup mieux qu'a I'ade d'une séquence linéaire de souligner les changements de
texture dans les ségquences protéiques & s révéle ére un outil efficace pour identifier les
régions structurées.

La méhode HCA, dans son ensemble, a démontré son efficacité  dans
I'identification des limites de régions dructurées, permettant notamment I'identification de
nouveaux domaines (eg. [CALLEBAUT, I. et a., 1997b; CALLEBAUT, |. & 4., 2001]),
mas dle rese fortement dépendante de I'expertise humaine, car dle Nest pas asément
automatisable. Le but de notre éude a é&é dans ce contexte, de développer un outil spécifique,
DomHCA, permettant le prédécoupage automatique dune séguence protéique en domaines
structurés et non structurés.

2 Fondement de la procédure DomHCA et

caractéerisation des domaines globulaires

Nous avons cdibré la méhode DomHCA sur un jeu de domaines globulaires issus

de données connues (classe ABCDE de SCOP, 7530 séguences, cf. chapitre IV) avec des
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parametres definis, issus de la pratique HCA. Nous avons examiné la représentativité des

acides aminés dars les domaines globulaires de cette banque.

2.1  Distribution des acides aminés hydrophobes V, I, L, F, M, Y et W
Comme référence, nous avons cdculé la digribution du pourcentages d acides

amnés (V, I, L, F, M, Y & W) dans les domaines globulaires de notre banque ABCDE de
SCOP [MURZIN, A. G. et d., 1995].
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Figure 39 : Digtribution du pour centage d’ acides aminés hydr ophobes (VILFMYW) sur un ensemblede
séquencesissues de SCOP (classe ABCDE, 7530 séquences).

Un intervalle de 2% a été utilisé pour le calcul du pourcentage d’'acides aminés hydrophobes (VILFMYW)
sur laprotéineentiére.

Nous avons observé que les domanes globulaires sont caractérises par un
pourcentage moyen d acides aminés hydrophobes de 32,32 % (Figure 39). Ceux-ci sont
groupés en amas hydrophobes (sdon la définition HCA), qui correspondent mgjoritairement
aux faces internes des sructures secondaires régulieres [WOODCOCK, S. et al., 1992;
HENNETIN, J. et a., 2003]. Seuls les plus petits amas (codés 1 et 11, un ou deux acides
aminé hydrophobes contigus) sont indifféremment associés a des structures secondaires
régulieres ou ades régions de boucles.

Inspirés par les méthodes d'andyse de texture, nous avons utilisé une fenétre de 17
acides aminés glissant le long de la séguence pour caculer la didribution des fréguences des
acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y, W) sur notre jeu de domaines globulaires
(Figure 40). La vaeur correspondante est attribuée au résdu centrd de la fenéire. Le
pourcentage moyen d hydrophobie observé sur les fenétres de 17 acides aminés est de

32.56%. Aucune fenétre ne présente un pourcentage moyen d’ hydrophobie supérieur a80.
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Figure 40 : Digtribution du pour centage d’ acides aminés hydr ophobes (VILFM YW sur un ensemblede
séquencesissues de SCOP (classe ABCDE; 7530 séquences soit 2 472 934 fenétres).
Un intervalle de 6% a été utilisé pour le calcul de ce pourcentage. Les différents valeurs ains étudiées a
intervalles de 6%, correspondent au nombre de résidus hydrophobes possibles dans une fenétre (1/1706%,
2/17012%, etc...).

Nous avons verifié que I'utilisation d'une fenétre de 17 acides aminés pour calculer
le pourcentage d'acides aminés hydrophobes nous donne un  pourcentage moyen
d hydrophobie similaire. Le découpage a I'aide de fenétre de 17 acides aminés ne tient pas
compte des huit premiers et derniers acides aminés des domaines considérés dans le calcul du
pourcentage d’ hydrophobie e conduit a [I'obtention d'une moyenne d hydrophobie
l[égerement plus devée. Cette idée de fenétre glissante, utiliste pour I'andyse de texture
précédente (chapitre 4), peut é&re égaement exploitée dans I'optique d'une détection de
domaines globulaires au sein des séguences protéiques. En effet, ele permet de rendre compte
de I'évolution du pourcentage locad dacides aminés hydrophobes de la séquence protéique,

contrairement aune vaeur d' hydrophobie globae caculée sur la séquence entiére.

2.2  Distribution des amas hydrophobes

Nous avons congaté que les domaines globulaires renferment environ 33% d acides
anmnés V, I, L, F, M, Y, W, retrouvés dans les amas hydrophobes. Nous avons souhaité
évduer dans quelle proportion ces acides aminés hydrophobes sont répartis dans les différents
amas hydrophobes. Nous avons tracé précédemment la digribution de la talle des amas
hydrophobes en fonction du nombre d'acides aminés hydrophobes les composant sur nos
quatre classes A, B C et D (cf. chapitre 3, pages 68 et 69). Nous avions conclu que dans
I’ensemble des classes A, B, C e D, les amas sont béis sur une baance en acides aminés

hydrophobes, «ni trop ni trop peu» et renferment générdement un tiers d'acides aminés
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hydrophobes. Nous avons véifié que le méme réaultat é&at retrouvé dans la clase E,

correspondant aux protéines multidomaines (distribution non montrée).

2.3  Distribution des tailles des domaines

Nous nous sommes plus paticulierement intéresses a la talle des domaines
globulaires des séquences protéiques lorsqu'ils sont seuls ou multiples dans une Ségquence.
Comme décrit précédemment, les classes A, B, C, D & E de SCOP contiennent des fragments
de séquences correspondant a différents types de repliements. Nous avons utilisé égdement la
banque CATH (verson 2.5.1 de janvier 2004) [ORENGO, C. A. et al., 1997]), qui, issue de la
PDB & tres dmilare a SCOP, nous fournit une information supplémentare sur la
composition en domaines des séquences (domaine unique ou pluridomaine) et sur la nature de
ces domaines (domaines continus ou discontinus). Nous avons ains collecté 2820 chaines
protéiques structurées a partir d'une verson non redondante de la Protein Data Bank (PDB,
25% d'identité de séquence entre deux séquences au maximum, résolution maximae de 2,5
Angstroms, longueur minimae de 50 acides aminés). Les séquences non référencées dans
CATH ou renfermant des domaines discontinus ont été retirées de notre échantillon test pour
condituer un effectif de 1403 ségquences. Ces chaines sont triées en séquences monodomaines
et pluridomaines en utilisant la classfication CATH : 1113 fichiers PDB correspondent a des
« monodomaines» et 290 a des « multidomaines», nous employons des guillemets pour tenir
compte du fait qu'un certain nombre de «monodomaines» aind répertoriés sont en fait, gores
une anayse plus minutieuse, conditués de pluseurs domaines digtincts. Nous avons tracé la
digribution des longueurs des protéines monodomaines et pluridomaines issues du traitement
ci-dessus (Figure 41).

30

—e— domaine unique

25 1
—m— séquence pluridomaine, longueur des domaines individuels

20 1 séquence pluridomaine, longueur totale
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0+— — r r r r =
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Figure4l : Distribution deslongueur s des domaines des séquences monodomaines et pluridomaines.
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Les longueurs totaes des chaines « monodomaines» et « pluridomaines» different
logiquement. La longueur moyenne des domaines individuels des protéines pluridomaines et
celle des monodomaines sont identiques a celle observée dans la littérature (environ 100 a 150
acides aminés) [ISLAM, SA. et a., 1995, SOWDHAMINI, R. et a., 1996; JONES, S. et d.,
1998; WHEELAN, S. J et a. 2000; MARSDEN, R. L. et al., 2002]. Il faut remarquer
cependant que certaines chaines dites « monodomanes» sont particulierement longues.
Cdles-ci contiennent en rédité pluseurs domaines e ont &é md atribuées par la
classfication CATH. En conséguence, le taux de séquences « multidomanes» dans notre
banque est vraisemblablement sous-etimé. Les chaines « multidomaines» ne sont souvent
pas découpées pour préserver I'intégrité fonctionnelle, spécidement lorsgu' dles forment des
interfaces compactes comme dans la glucuronidase (Figure 42). L'’utilisstion de pludeurs
méhodes combinées devrait andiorer lafiabilité des attributions [SAINI, H. K. et al., 2005].

Figure42: Structurerépertoriée dans CATH comme « monodomaine ».
Il s'agit de la cellulose a-glucuronidase de Pseudomonas (code PDB : 1GQI). Cette chaine de 708 acides
aminés comporte en réalitétrois domaines (color ésen rouge, violet et bleu) [NURIZZO, D. &t al., 2002].

Apres avoir exploré pluseurs criteres (pourcentage moyen dacides aminés
hydrophobes (V, I, L, F, M, Y & W) voisin de 33%, utilisation d' une fenétre de 17 acides
aminés) permettant de caractériser les domaines globulaires, nous avons développé une
procedure de prédiction de régions structurées (DomHCA). Dans ce contexte, celle-ci sera
essentiellement basée sur le profil hydrophobe caculé le long de la séquence protéique,
associé ala digtribution des amas hydrophobes.
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3 Principe de l'algorithme pour détecter les régions

structurées

Nous avons vu que les domaines globulaires des protéines contiennent environ un
tiers d'acides aminés hydrophobes (Figure 39). Des pourcentages sSmilaires sont également
observés lorsque I'on parcourt ces domaines globulaires avec des fenétres de talle moyenne
(longueur 17, Figure 40). La longueur 17 a é&é choise en accord avec les observations faites
lors de I'andlyse de texture précédemment réaisée. Nous avons tenté de définir les limites des
domaines globulaires en baayant les séquences avec des fenéires glissantes de 17 résdus,
dans lesquelles le pourcentage d'acides aminés hydrophobes est cdculé En suivant ang
I’évolution du pourcentage d'acides aminés hydrophobes le long de la sfquence, il et
possible de détecter des points de rupture et ains de proposer une premiere délimitation des
régions dites « structurées ».

Nous consdérons que s le pourcentage d' acides aminés hydrophobes d'un Hoc est inférieur a
15% (cf. Fgure 39), le résdu centrd du bloc devrat se trouver dans une région non
sructurée. A I'inverse, s le pourcentage d' acides aminés hydrophobes est supérieur a 30%, le
résdu centrd serait dans une région dructurée. S le pourcentage d'acides aminés
hydrophobes est compris entre 15% et 30%, le résidu centrd pourrait ére dans une région
sructurée. 1l et possible d appuyer cette hypothése par la présence dans ce segment d’amas
hydrophobes, marqueurs de structures secondaires le plus souvent retrouvés dans les régions
structurées.

S le résdu centrd de notre fenétre correspond a une postion incluse dans un ames
hydrophobe, cdui-ci integre la région dructurée. Par contre, S le résdu centrd n'est pas
indus dans un amas, nous consdérons son environnement direct. Aingd, la disance entre les
deux amas encadrant le résdu centra est caculée. S cdle-ci est inférieure ou égde a8 acides
aminés, le résdu centrd et consdéré comme appatenant a une région dructurée. Cette
vaeur de 8 acides aminés correspond au nombre de résidus stues de part et d autre du résidu
central dans une fenétre de 17 acides aminés. Les régions potentidlement structurées sont
ensuite réunies, en conddérant une distance de Séparation maximae de 15 acides aminés entre
les résdus centraux des fenétres bordant deux régions différentes. Cette distance a éé fixée
gorés une andyse minutieuse des tracés HCA de pluseurs proténes de Plasmodium
falciparum. De cette fagon, les ségquences protéiques sont grossierement prédécoupées en

régions structurées.
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Deux types de régions dructurées peuvent ére définies en conddérant leur profil
hydrophobe e leur talle cdles qui sont typiquement des “régions structurées’ et cdles que
nous appellerons “pseudo-dructurées’, car dles sont générdement de plus petite talle
(souvent entre 11 et 25 acides aminés) et présentent moins d’ acides aminés hydrophobes (15 a
30 % dacides aminés hydrophobes). La Figure 43 présente les principdes éapes de la
méthode de découpage en régions structurées par DomHCA.
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Figure 43 : Schématisation dela procédure DomHCA pour la détection desrégions structuréesdansles
séguences de protéines.

4 Ajustement des bornes des régions structurées

Les séquences protéiques du génome de Plasmodium falciparum, récemment
saquencé, contiennent de nombreuses régions de faible complexité et un taux beaucoup plus
élevé de résidus asparagine e lysine que cdles issues de génomes dassiques [PIZZI, E. et d.,
2001]. La représentation HCA des ségquences de Plasmodium falciparum permet d'isoler

visudlement les régions de fable complexité des régions dructurées. Aing, une banque
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« Témoin» de 20 proténes issues principdement de Plasmodium falciparum a été congtituée
(Tableau 7).

Tableau 7 : Banque « Témoin » de Plasmodium falciparum.

Nom delaproténe LongueLr Nom de laproténe Longuer
(acides aminés) (acides aminés)
PF11 0204 352 PF10_0265 1811
PFE1110w 116 PF11_0449 297
PF11_ 0458 317 MAL13P1.32 4273
PFI0510c 1697 MAL13P1.163 284
MALS8P1.111 1259 PF14 0600 308
PFA0040w 344 PFO0_0003 2129
PF10 0161 928 PF11 0241 2467
MALG6P1.219 294 PFE1590w 181
MAL7P1.37 728 PFC0425w 4550
PF10_0093 448 PFBO375w 1802

Une andyse minutieuse des tracés bidimensonnes HCA de ces 20 protéines a
permis d éablir des regles issues de I’expérience pour guster au mieux les bornes des régions
sructurées de ces protéines. Les régions structurées identifiées et leurs bornes sont affinées en

goutant certains criteres de sdection aing qu’ explicité ci- dessous.

4.1  Ajustement global

- d la talle de la région dructurée prédite est inférieure ou égde a 10 acides aminés, le
segment identifié N’ est pas consdéré comme structure,

- d la talle de la région sructurée prédite et comprise entre 11 et 25 acides aminés, cette
région structurée et qudifiée de « région pseudo-structurée »,

- d la région dructurée predite a une taille supérieure a 25 acides aminés, la région détectée
est dite Structureée,

- S deux régions structurées sont Séparées par moins de 15 acides aminés avec au moins un
acide aminé hydrophobe (V, I, L, F, M, Y, W) dans la zone nter-région, les deux régions sont
regroupees en une seule region structurée.



-03-

4.2  Ajustement des bornes de début et de fin de la région structurée
- 9 dans les 5 acides aminés (longueur cdassque d'une boucle additionnée de 1,
[LESZCZYNSKI, J. F. et d., 1986]) précédant (ou suivant) le segment structuré prédit, il y en
a ad moins un inclus dans un amas hydrophobe (sauf amas 1 e 11: un adde aminé
hydrophobe seul ou deux acides aminés hydrophobes consecutifs, respectivement séparés des
autres acides aminés hydrophobes par au moins 4 acides aminés non hydrophobes ou une
proline), larégion structurée est gjustée ala borne de début (ou de fin) de |’ amas,

- 9 la borne de début (ou de fin) de la région Sructurée prédite et incluse dans un amas,

cdle-ci est dlongée en amont (ou en ava) ala premiere position de I’ amas,

4.3  Correction apportée a la prédiction de régions structurées de

petite taille entourées par de grandes régions charniéres

Les « charniéres» ou régions séparant deux régions sructurées, ont éé éudiées en
examinant les amas hydrophobes qu éventudlement dles contiennent. |l arive que des
régions « charnieres» (régions séparant deux régions dructurées) soient prédites autour de
régions dructurées de petite talle. Un exemple d'une tdle Studion et illustré Figure 44, ou
DomHCA prédit initialement trois régions structurées (résidu 1 a45, 63 a68 et 110 a185).

P83917 . CBX1 (souris)
Domaine Chromo Domaine Chromo shadow

Régions structurées prédites par DomHCA

Domaines détectés par SMART
Structures reportées dans la Protein Data Bank (PDB)

il

Figure 44 : Exemplede protéine « multidomaine », avec uner égion char niére séparant les deux domaines.

La séquence de la proténe HP1 de souris est composée de deux domaines globulaires: un domaine
CHROMO e un domaine CHOMO SHADOW [AASLAND, R. et al., 1995; YE, Q. et al., 1997]. Les
régions prédites comme structurées d’aprés notre procédure sont encadrés en noir. Les bornes des
domaines, telles querépertoriées danslabanque SMART, sont encadréesen gris.



-94-

La deuxiéme région dructurée, de petite taille, et entourée en amont par une région
charniere égaement de taille modeste et présentant une dendité en acides aminés hydrophobes
non négligeable (26%, y compris en tenant compte des amas de petit talle 1 et 11) et en ava
par une grande charniére. Dans ces cas, la région dructurée et fusonnée a la région
structurée la plus proche, sStuée en avd ou en amont. Sur I'exemple de la proténe HP1 de
souris (Figure 44), I'gugement rédise (regroupement des deux régions dructurées en une)
évite une prédiction prématurée de la limite C-terminde du domaine structuré CHROMO au
niveau du résdu phényldanine 45 (le dernier acide aminé de I’amas hydrophobe) et permet
dinclure I'amas hydrophobe comprenant les acides aminés 63 a 68. La véitable charniere est
locdisée apres cet amas hydrophobe, entre les acides aminés 70 et 110 ; dors que la région
charniére prédite initidement entre les résidus 45 e 60 correspond soit a une grande boucle,
soit renferme des dtructures secondaires de petite taille, relativement exposées au solvant. La
sructure expérimentae de ce domaine CHROMO montre que cette séquence contient en

régité un petit brin b centré sur les acides aminés TW (au centre de larégion charniere).

5 Score d’hydrophobie

Un domane globulare standard est conditué denviron 33% dacides aminés
hydrophobes. Auss, I'écart par rapport a cette vaeur «idéde» permet-il de juger de la
qudité de la prédiction. Des vadeurs moyennes d acides aminés hydrophobes trés inférieures a
33% pourraient étre associées a des régions particulieres, peu structurées ou se sructurant
suite a un évenement particulier. Aind, certaines régions intrinsequement désordonnées sont-

elles caractérisées par de faibles indices hydrophobes (Figure 45).

Regons structurées pradites par DomHCA

Figure 45 : Exemplederégion intrinsequement désordonnée, qui sereplie aprésliaison avec un
partenaire.

Le domaine pKID de la protéine CREB (fleche) est non structuré quand il est libre en solution, il se replie
en <e liant avec le domaine de liaison au KID (domaine KIX) de la protéine de liaison a CREB (CBP). Le
polypeptide pKID est pour une large part inclus dans une des deux régions prédites comme structurée par
DomHCA. Néanmoins, des fréquences faibles en acides aminés hydrophobes (26.5%) sont associées a cette
région. De plus, de plus faibles fréquences en acides aminés hydrophobes sont localement observées dans
la deuxiéme partie de la région structurée prédite, ce qui pourrait donner a suspecter une région
intrinsequement désordonnée. Le calcul de la distribution du taux d'hydrophobes au sein de ce domaine,
en utilisant des fenétres de taille adaptées, devrait permettre d'affiner la prédiction de régions
intrinsequement désor données.
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A |'opposg, des vaeurs largement supérieures a 33%, pourraient laisser présager des
régions membranaires multiples (cf. paragraphe suivant). Dans le cas d'un passage
membranaire unique, une forte concentration locde en acides aminés hydrophobes est

observée (cf. paragraphe suivant).

6 Information déduite du score d’hydrophobie sur la
présence eéventuelle de passages membranaires

dans les régions structurées

6.1  Introduction

Dans un contexte de découpage en régions structurées des protéines, il Sest avéré
utile d' gouter une information sur la présence éventuelle de passages membranaires dans ces
segments. Les protéines membranaires s classent en deux groupes: les proténes
tranamembranaires (ou protéines membranaires intrinseques) et les protéines membranaires
péiphériques (intracdlulare ou extracdlulaire). Les protéines membranaires périphériques se
fixent a la double couche lipidique externe ou interne des membranes par des liasons
covaentes, des forces éectrodtatiques ou des liasons hydrophobes. Ces protéines
membranaires sont soit extra ou intracdlulaires. Les protéines transmembranares traversent
la membrane, soit une seule fois (protéine a traversée unique), soit plusieurs fois (proténes a
traverstes multiples) (Figure 46). Ces protéines asymétriques se caactérisent par leur
amphipathie : eles possedent généraement deux pdles hydrophiles, en contact I'un avec la
phase agueuse extracdlulaire, I'autre avec la phase agueuse cytoplasmique, e une partie
hydrophobe plongée dans la couche lipidique. La presque totadité des protéines
transmembranaires portent des chaines polysaccharidiques (protéines glycosylées) plus ou
moins ramifiées & longues, qui occupent la région externe a la membrane [MAILLET, M
1995].

Les proténes transmembranaires a traversées multiples (encore appelées
« polytopiques ») traversent pluseurs fois la bicouche lipidique, en condituant des hélices a
réguliéres (Figure 46), perpendiculaires ou obliques par rapport a la membrane. L’oblicité
observée pour certaines dentre eles entraine des longueurs varidbles (de 8 a 38 résdus
[CUTHBERTSON, J. M. et al., 2005]). Pluseurs programmes de prédiction automatique des
passages membranaires exigent ([ROST, B. e d., 1996, MOLLER, S. e d., 2001,
TUSNADY, G. E. & 4a., 2001]). Les protéines de type porine forment une classe particuliére
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dans les protéines membranaires puisgu dles traversent les membranes via des brins b, dont
I'agencement en feuillet circulare forme un pore. Pludeurs outils ont égdement é&é
développés pour les prédire ((JACOBONI, 1. et a., 2001; GROMIHA, M. M. et d., 2004;
NATT, N. K. et al., 2004]).
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Figure 46 : Différentes configurations de proténes membranaires.
Image extraite du siteinternet (http://www.humans.be/bio% 20cel 1% 20mb% 20plasmique.html).

Les passages membranaires en hélices des proténes a traversée smple (encore
appelées « monotopiques ») sont caractérisés par un pourcentage loca en résidus VILFMYW
tres devé (supérieur a 80%) [KYTE, J. et a., 1982] et mesurent en générd 21-22 acides
aminés de long. Un grand nombre dagorithmes a éé développé pour prédire les hélices
transmembranaires. Ces méhodes identifient dans 90 a 95% des cas les hdices
transmembranaires, avec un excés de prédiction de quelques pourcents [VON HEIINE, G.
1992; JONES, D. T. et d., 1994; ROST, B. et d., 1995; PERSSON, B. et al., 1996; ROST, B.
et a., 1996; CUTHBERTSON, J. M. et a., 2005]. Ces m&thodes sont souvent basées sur des
dignements multiples ou des résealx de neurones et peuvent ére combinées pour de
meilleures prédictions[CSERZO, M. et dl., 1997].

6.2 Indications quant a la présence éventuelle de passages

membranaires dans le cadre de la prédiction DomHCA

Lors de notre prédiction présentée ci-dessus de régions structurées, nous examinons
le pourcentage d acides aminés hydrophobes (VILFMYW) de chaque fenétre glissante le long
de la sfquence. Les régions sructurées sont définies a partir du moment ou est observé un
pourcentage d’ acides aminés hydrophobes supérieur ou éga a 30%. Le score d hydrophobie
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moyen des régions structurées standard est proche de 33%. Cependant, certaines régions
sructurées présentent des taux dhydrophobes bien supéieurs (ardela de 38%) et
correspondent a des segments présentant des passages membranaires. Lorsque I'on éudie le
profil d'hydrophobie de ces segments, de nombreux pics d' hydrophobie peuvent étre observés
(entre 50% et 90% d hydrophobie) (cf. Figure 47). Ces deux observations reposant sur
I’hydrophobie de la région dructurée nous ont permis déablir un indicateur d hélices
tranamembranaires potentidlles et and de proposer une information supplémentaire sur la
sequence protéique éudiée, sans mettre en acavre des méhodes caculaoires spécifiques de

prédictions de passages transmembranaires.
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Figure47 : Profils hydrophobes de protéines possédant des passages membranair es multiples.
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(~33%) est indiqué par un trait horizontal nair.
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6.3  Passages membranaires hélicordaux multiples

Dans le cas de segments dructurés possedant plusieurs passages membranaires,
nous avons développé un indicateur qui permet d'informer sur la position du réseau d hdlices
transmembranaires. 1l convient ensuite d' approfondir cette information par d autres méhodes
dével oppées spécifiquement et/ou par expertise HCA.

Nous travaillons dans ce cadre uniquement sur les régions dtructurées ayant un
pourcentage d’ hydrophobie supérieur a 38%. Notre procédure, basée sur le déplacement d une
fenétre de 21 acides aminés (taille moyenne des passages membranaires [DEBER, C. M. et
al., 1986]), recherche les régions de plus forte hydrophobie (taux d hydrophobes supérieur a
60%). Si ces segments de séquence sont a une distance inférieure de 100 acides aminés les
uns des autres, ils sont assemblés pour former au sein de la région structurée une sous-région
susceptible de  contenir  pluseurs hélices transmembranaires. Nous avons cdibré notre
détection sur cing protéines de la Swiss Prot possédant de multiples passages membranaires,
dont nous connaissons les différents domaines condtitutifs (les structures de AMTB, GPLF et
BACH sont connues, de nombreux éudes expé&imentaes ont éé rédistes sur CYDA, une
prédiction fine de CFTR a é&é fate au laboratoire [CALLEBAUT, |. et d., 2004]). Leurs
positions et les profils hydrophobes correspondants sont présentés Figures 47 et 48 :

- Protéine CFTR de I’'Homme (« Cydtic Fibross Transmembrane conductance Regulator »),
transporteur d’ anions (chlore) (code P13569),

- Transporteur de NHs (AMTB, code P69680) d’ Escherichia coli,

- Fadlitateur du glycérol (« Glycerol upteke facilitator protein», GLPF, code P11244)
d Escherichia coli,

- Halorhodopsine (BACH, code 093741) de Halobacterium sp,

- Cytochrome D ubiquinol oxidase, sous-unité | (CY DA, code P11026) d’ Escherichia coli.
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Figure 48 : Passages membranairesde cing protéines polytopiques.
Les hélices transmembranaires sont indiquées en noir et les régions prédites comme possédant des
passages membranaires multiplesen gris.

Nous présentons ici I'exemple de CFTR, protéine impliquée dans le transport de
chlore et dont les mutations sont a I’origine de la mucoviscidose (Figure 49). Cette protéine,
éudiée dans I'équipe, contient des domaines globulaires (NBD1 e NBD2) impliqués dans
I"hydrolyse de I’ATP, deux régions membranaires (MSD1 e MSD2) et un domaine régulaeur
R, peu structuré igure 49). Trois régions ont éé prédites structurées par DomHCA (11-4009,
428-679 et 705-1450) ; eles ont respectivement des scores d hydrophobie de 44,86%, 36,41%
et 3981%. Les régions potentidles incluant des hdlices trangmembranaires multiples sont
Stuées de 1 2409 et de 760 a 1205, ce qui recouvre bien les deux régions membranaires
MSD1 et MSD2 (Figure 49, page suivante).
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Figure49: Tracé HCA delaprotéine CFTR renfermant deux régions membranaires (M SD1 et M SD2)
possédant chacune six hélicesmembranaires.

6.4  Passages membranaires hélicomdaux isolés

Les passages membranaires isolés en hélices sont caractérisés par un pourcentage
loca en résdus VILFMYW souvent tres deve (supérieur a 80%) et comportent en génerd
20-22 acides aminés. La présence d'un pic d hydrophobie correspondant a ce passage
naugmente pas dgnificativement le taux dhydrophobie moyen de la région dructurée
détectée par DomHCA, lorsgue le passage est entouré de part et d autre par des domaines
globulaires. Ce taux moyen et en générd proche de 33%. Nous déectons donc
specifiqguement ces pics d hydrophobie et nous éudions la compostion en acides aminés de la
région entourant le pic afin de ddimiter plus précisément le passage membranaire. A partir de
I’expertise HCA agppliquée sur de nombreuses protéines, nous savons que dans les passages
membranaires sont retrouvés des acides aminés hydrophobes forts (V, I, L, F, M, Y & W)
mas auss des acides aminés mimétiques comme A, S, T, G e égdement les acides aminés C
g P, & le plus souvent au plus un acide aminé différent de ceux cités ci-dessus. Cette
information de compostion permet d'évauer S la région dructurée éudiée contient bien un
passage membranaire isolé. Un exemple de tracé HCA d'une protéine renfermant une hélice

transmembranaire isolée est présenté Fgure 50.
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Figure 50 : Hélicetransmembranair e détectée par DomHCA.
Le récepteur humain de la leptine (P48357) contient un passage membranaire potentiel de 840 a 862.
DomHCA prédit deux passages membranaires (position 4 a 23 et position 839 a 858). Le premier passage
membranair e détecté correspond au peptide signal dela protéine.

6.5 Cas particuliers des porines

Les porines sont des proténes Stuées dans la membrane plasmique des cellules. On
en trouve principdement dans les bactéries, mais on peut auss en isoler dans les cdlules
eucaryotes. Elles forment dans la membrane des tonneaux, composes de brins b, qui
permettent la diffusion et le trangport de sds et de petites molécules organiques. L’ andyse des
sructures de porines montre une succession de brins b connectés par des boucles plus ou

moins longues (Figure 51).

Figure51 : Structuretridimensionnelle de la maltoporine (code PDB : 1AF6).
A gauche, le canal vu dedessus, adroite, vue de profil du tonneau b.
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Les réddus polares exposes sont retrouvés au caar du pore e les résdus
hydrophobes sont en contact avec la membrane dans laguelle le pore est ins&é Le prdfil
d hydrophobie est voisin de cdui des régions structurées de type globulaire (score moyen
d hydrophobie voisn de 33%). De plus, cdui-ci ne semble pas présenter de maxima locaux
d hydrophobie. 1l savere difficile d'indiquer S une région structurée pourrait correspondre a
une porine a partir de son seul profil d’ hydrophobie. Dans ce contexte, nous ne fournirons pas

d information sur la possibilité d' avoir affaire ace type de protéine (Figure 52).
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Figure 52 : Profil d’hydrophobie dela phosphoporine (code PDB : 1PHO).

Néanmoins, nous avons observé dans ces protéines une texture particuliere avec de
fortes concentrations locales en glycines & la présence d amas hydrophobes typiques de brins
b amphiphiles mais qui sont générdement longs (comme par exemple I'amas hydrophobe
compris entre les acides aminés 76 et 108 de la Figure 53 page suivante). Ces informations
suggerent la présence de brinsb condituant le pore d'une protéine membranaire. Cette
hypothése pourrait ére confirmée par des méthodes de déection spécifiques des porines
[BAGOS, P. G. et al., 2005].
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Figure 53 : Exemple de passage membranaire béa: la protéine porine 1PHO.
Sur letracé HCA, lesbrins b sont représentés par des fléches. Sur la courbe du pourcentage de glycine, les
picsde glycine sont indiqués par descercles.

7 Evaluation de la prédiction DomHCA

Le taux de réusste des méhodes de prédictions de limites de domaines peut ére
etimé de différentes manieres. L’ efficacité de ces méthodes est généraement évaluée par une
approche datistique, dans laguelle toutes les séquences ou groupes de séquences sont utilisés
pour, dune part, déerminer et, dautre pat, tester les paramétres (voir par exemple
[TANAKA, T. et d., 2003]). Cependant, ce type dapproche ne peut s appliquer anotre éude
puisque la mise au point de DomHCA ne repose pas sur un jeu de données d' apprentissage,
mais exploite les caractéristiques physi cochimiques des caars hydrophobes des protéines.

Pour vdider I'efficacité de DomHCA, nous avons chois destimer, d'une pat, la
capacité de notre procédure a identifier pour une séquence protéique les segments structurés
de cette séquence, tels que reportés dans la PDB e, d'autre part, dans le cas de protéines
multidomaines, la capacité aidentifier les linkers, régions séparant les domaines globulaires.
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7.1  Méthodologie

7.1.1 Constitution des échantillons tests

Nous avons utilisé les 1403 chaines protéiques structurées collectées précédemment
(dont 1113 fichiers PDB correspondent a des « monodomanes» et 290 a des multidomaines,
cf. paragraphe 3.3). Les séguences complétes dont sont issues les chaines monodomaines et
pluridomaines sont récupérées en comparant les sequences PDB aux séquences de protéines
complétes répertoriées dans la Swiss Prot [BAIROCH, A. et a., 2000]. Ne sont conservées
que les ségquences pour lesquelles une entrée Swiss Prot est disponible.

Apres ce tratement, les jeux de données de séquences monodomanes et

pluridomaines comptent respectivement 927 et 255 représentants. Ceux-ci sont traités
différemment.
Les sequences «monodomaines » sont triées en deux groupes: 434 séquences dont la talle de
la séquence Swiss Prot est largement supérieure a cdle issue de la PDB (échantillon SLP,
pour SW Lager than PDB) et 493 ségquences dont les talles respectives sont smilaires
(échantillon SEP, pour SW Equd than PDB). Les attributions de structures secondaires sur les
chalnes « pluridomaines», utiles pour dé&erming par la suite la naure des linkers
interdomaines, sont rédistes par la méhode DSSP [KABSCH, W. e d., 1983]. La
codification du serveur EVA [KOH, 1. Y. et a., 2003] est gppliquée pour convertir les 8 éats
attribués de DSSP en trois éats classiques (hélice, brin, boucle) (cf. Tableau 8).

Tableau 8 : Conversion des états DSSP en 3 états.
Les états DSSP «H», «G» et «|» sont définis comme hélices (H) ; les états «E» et «B » comme brins
(E) e les é&ats «T» «S» e «“”» comme des boucles (L) (Site internet:
http://cubic.bioc.columbia.edu/eva/doc/measure_sec.html).

Motif reconnu
N N dReS|dun “turn®
Méthode | Hdice | hdice | hélice Brin étend ansn;J avec - Non
d'attribution | alpha 310 p N etendu f)?t liaison u assigné
oeta hydrogéne
isolé
DSSP H G I E B T S
EVA H H H E E L L L

Les différentes données caractérisant les chaines sont codées comme présenté en
Figure 54.
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LLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHL LLLLHHHHHHHLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLEEEL LLLLLLEEELLLLLLLEEEELLLLLLLLLLLHHHE
KALTARQQEVFDL IRDH I SQT[GMPPTRAE 1 AQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGV 1 E1VSGASRG I RLLQEEEEGLPLVGRVAADEPLLAQQHI
KALTARQQEVFDL IRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSGASRGIRLLQ-——————- VGRVAADEPLLAQQHI
KALTARQQEVFDL IRDHISQTGMPPTRAE IAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGV IEIVSGASRGIRLLQEEEEGLPLVGRVAADEPLLAQQHI

Figure 54 : Codification des différentes séquences protéiques étudiées.

La premiére ligne correspond au code PDB de la séquence suivi du nom de la chaine. La seconde ligne
reprend le découpage en domaines, tel que reporté dans la banque CATH. Chaque domaine est identifié
par un chiffre de 1 a 9. La fléche indique un changement de domaine et donc un linker. La troiseme ligne
correspond aux structures secondaires observées (attribution DSSP simplifiée en un code a 3 lettres [H, E,
L]). Les lignes suivantes (4 et 5) correspondent respectivement aux séquences observées dans la PDB et
dans la banque CATH (les tirets indiquent des régions inter-domaines). La derniére ligne correspond a la
séquence traitée par DomHCA (les régions prédites comme structur ées présentent une séquence identique
aux deux lignes supérieures).

7.1.2 Cas des protéines monodomaines

Plusieurs moyens peuvent ére envisagés afin de mesurer I'accord entre prédiction et
observation dans le cas de chaines « monodomaines ».

a) Recouvrement de domaines ou “Domain Overlap” (DO)

L’accord entre I'état observé et la prédiction et estimé par le cdcul d'un score
smilaire a cdui caculé pour mesurer la correspondance entre prédiction et attribution des
structures secondaires [ZEMLA, A. et d., 1999]. Ce score « Domain Overlgp », exprimé en
pourcentage, est caculé de lamaniere suivante :

Score (DO) = (nombre d acides aminés correctement prédits comme gppartenant a une région
sructurée/ nombre d'acides aminés rédlement observés dans la région dructurée (séquence
PDB))* 100.

D’aprés la Fgure 55, le score DO est le rapport de N sur PDB. Ce score est
déterminé par rapport ala séquence PDB et ne tient pas compte des positions de la prédiction
DomHCA qui sont en dehors des limites de la séquence PDB (cdles-ci seront évaluées en

prenant en compte lavaleur n’).

DomHCA

|
Ny N,
] .
PDB Swiss Prot

Figure55 : Paramétresprisen compte pour le calcul de score de validation.
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b) Extended Domain Overlap (EDO)

Afin de mettre en évidence le recouvrement de la prédiction faite avec DomHCA
avec la sequence PDB, nous avons cdculé une vaeur gppelée « EDO » pour Extended
Domain Overlap. Cette vdeur a é&é estimée uniquement sur le jeu de données de séquences
SLP (lorsgue la prédiction et caculée a partir des séquences beaucoup plus grandes que les
domaines PDB correspondants). Elle se calcule sdon laformule suivante (Figure 55):

EDO = (Nx2)/(PDB-+DomHCA)

La vadeur EDO permet de mettre en évidence I'adéquation entre la prédiction
DomHCA et I’ observation PDB.

c) Cacul du débordement en N-termind/C-termind
Une edimation du débordement de la prédiction DomHCA par rgpport aux limites
de la séquence PDB peut ére rédisée en consdérant le jeu de donnés SLP, dans lequd la
prédiction est faite sur une séquence beaucoup plus grande que la séquence PDB, et en
cadculant la proportion d'acides aminés prédits dans la régions structurée par DomHCA et qui
sont en dehors des limites de la séquence PDB correspondante. Ce cdcul est effectué en N
termind et en C-termind dela prédiction (vdeursn’ delaFigure 55).

7.1.3 Cas des protéines « pluridomaines »

Pour le jeu de données pluridomaines, les prédictions de régions sructurées sont
évaduées en déerminant la capacité de DomHCA a mettre en évidence les «linkers» séparant
les régions sructurées. Aingd, les limites des régions sStructurées prédites sont comparées aux
limites définies dans la classfication CATH.

Tanaka et collaborateurs définissent un linker comme une « boucle » séparant deux
domaines continus, tels que répertoriés dans CATH [TANAKA, T. et a., 2003]. Une boucle
est définie comme un court segment de plus de quatre acides aminés dépourvu d ééments de
dructures secondaires régulieéres.  Intuitivement, e daorés la définition de Tanaka et
collaborateurs, on pourrait s atendre a ce que les linkers soient uniquement des boucles. Or il
n'est pas rare que les linkers soient structurés, comprenant des hélices alpha ou des brins béta
Nous définirons donc comme linker tout peptide séparant deux domaines continus, tels que

définis dans la classfication CATH, quel que soit son éat, structuré ou non. Aingd, sgon notre
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définition, un linker peut contenir des déments de dructures secondaires. || peut ére une
boucle, une hdice ou un brin.

Deux types de linkers peuvent ére identifiés:

- les fragments de Séquence, relativement longs, correspondant a de véritables régions hors
domaines et identifiables d'gprés le code CATH par une suite de «0» (par exemple, la
squence  EEEEGLPL surlignée en gris dans la Fgure 54) que I'on désgne comme
« linkers 0,

- les fragments de séquence, générdement courts, pour lesquels est observée une méme
structure secondaire chevauchant deux domaines différents (ayant d'aprés le code CATH un
numéro différent). Ceux-ci sont désignés comme « linkers sans rupture ». Un exemple de ce
type de linker est la séquence encadrée GMPPT dansla Figure 54.

Les vrais positifs (VP) sont des linkers rédlement observés, ains que prédits par
DomHCA. Les faux positifs (FP) sont des linkers prédits par notre procédure, mais qui ne le
sont pas d gpres la classfication CATH. Les faux négatifs (FN) sont des linkers rédlement
observés, mais non prédits par DomHCA.

7.2 Résultats

7.2.1 Hydrophobie et taille des régions prédites

La Figure 56 présente la comparaison entre les profils hydrophobes des régions
structurées prédites par DomHCA (pour les jeux de séquences SLP e SEP) et ceux des
domaines globulaires issus de SCOP (cf. précédemment Figure 39). Nous observons que les
trois profils se superposent bien et sont centrés sur la valeur 33%. Cette juxtaposition permet

de vadider la prédiction sur ce critére d hydrophobie.
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Figure56 : Profil hydrophobe desrégions structur ées prédites avec DomHCA.
Les prédictions sur les deux jeux de données SLP et SEP sont comparées aux domaines globulaires de

SCOP (A, B, C, D et E, 7530 séquences).
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Nous avons égdement cdculé la didribution de la talle des segments sructurés
prédits par DomHCA sur nos deux échantillons de données (SEP et SLP) e comparé ces
digributions a cdle cdculée initidement sur le jeu de données « monodomanes» (Figure
57). Nous congatons que les domaines prédits par DomHCA ont des longueurs smilaires a
celles observées dans le jeu de « monodomaines», ce qui montre la capacité de DomHCA a
extrare les domanes dructurés a patir des séquences complétes dont ils sont issus.
Néanmoins, nous observons auss des longueurs de séquences prédites plus grandes que celles
des monodomaines, notamment sur I’échantillon SLP, ce qui comme précédemment illustre
sans doute la capacité de DomHCA a détecter des régions sructurées contenant plusieurs
domaines contigus. Nous notons également les fréquences supérieures des régions prédites de
fable talle. Ceci met vrasemblablement en évidence la particularité de DomHCA a prédire

les limites minimaes des domaines.

30

—a— prédiction DomHCA sur SLP
—— prediction DomHCA sur SEP
20 A — | domaines uniques

25 4

151

Fréquence (%)

10 A

0 100 200 300 400 500 600

Longueur

Figure57 : Distribution delalongueur des segmentsstructurésprédits par DomHCA et compar aison avec
lestailles des segments monodomaines définisapartir de notre échantillon « monodomaines » d’ aprés
CATH (cf. Figure41).
L es cour bes sont tracées avec desintervalles de 50 acides aminés.

7.2.2 Prédiction de régions structurées a partir de chaines « monodomaines »

Les prédictions sont évaduées par le cacul du score « Doman Overlap ». Pour
chague jeu de données (SEP et SLP), la digtribution des scores DO et représentée en Figure
58. Ces scores DO correspondent au nombre de positions de la séquence PDB prédites comme
structurées. Nous n'examinons ici que le résultat de b prédiction DomHCA sur la longueur de
la séquence PDB. D’ gpres la Figure 58, prés de 80 % des protéines issues respectivement des
échantillons SEP e SLP ont des scores DO compris entre 95 et 100%. Pour les SEP
(sAquences de méme talille), le score DO moyen est de 97,5 % avec un écart type de 5,7. Pour
les SLP (séquences de tailles différentes), le score DO moyen est de 95,3 % avec un écart type
de 10,9. Les scores de prédiction sont bons, quelle que soit la taille de la séquence Swiss Prot
de départ.
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Figure 58 : Distribution des scores DO obtenus avec DomHCA pour lesjeux dedonnées SLP et SEP.

Ensuite, nous avons caculé le nombre dacides aminés des séquences PDB non
prédits comme faisant partie de la région structurée par DomHCA (n dans la Figure 55). Nous
appelons cette vaeur «imprécison», en partant du principe que 100% des acides aminés de
la squence PDB prédits comme « structurés» correspondent a une imprécision nulle. Cette
imprécison correspond donc a I'erreur dans la postion de la limite du domaine, exprimée en
acides aminés. Nous avons testé différentes imprécisons (de 0 a 50 acides aminés) sur nos
deux échantillons SEP et SLP (Figure 59).

100
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60
50 1
40 1
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correctes (%)

—a—SLP
—m— SEP

Pourcentage de prédictions

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Imprécision (acide aminé)

Figure59 : Distribution du nombre de prédictions correctes en fonction de I’'impr écision autorisée.

La prédiction DomHCA obtient pour le jeu de données SLP 69%, 81% et 92% de
prédictions correctes pour des imprécisions respectives de 0, 10 et 30 résidus par rapport aux
limites de la sequence PDB. Pour le jeu de données SEP, les vaeurs obtenues sont 55%, 87%
et 97% (Figure 59).

La Figure 60 présente deux exemples de prédictions correctes observées dans le jeu
de données SLP (1CXZB et 1ECMA). Les prédictions DomHCA ont éé effectuées a partir
des Sbquences Swiss Prot, puis celesci ont é&é dignées avec la séquence PDB
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correspondante et la sequence CATH. Dans le cas ou plusieurs segments structurés DomHCA
sont prédits sur la séquence Swiss Prot, seul le segment recouvrant la séguence PDB et
digné. Pour la chaine recensée dans la PDB sous le code 1CXZ (chaine B), DomHCA a
prédit sept régions structurées (13-100, 125-188, 208-239, 264-331, 357-523, 610-850, 873-
908). La région 13-100 correspond exactement (a deux acides aminés prés) a la séguence
CATH. Les autres régions structurées ne peuvent pas ére vdidées en raison de I'absence
actudle de données expérimentdes pour cedles-ci. D'gprés la classfication CATH, cette
protéine de 942 acides aminés ne contient qu'un seul domaine (88 acides aminés), mais |l
semble évident que dautres domaines globulaires composent cette protéine. Ils ne sont
cependant pas recensés par CATH.

Pour la chaine recensée dans la PDB sous le code 1ECM (chaine A), le segment
sructuré prédit par DomHCA comprend 369 acides aminés dors que le domaine CATH ne
comprend que 91 acides aminés. La région prédite englobe le domaine CATH dans sa totalité,
mais se poursuit par un fragment de 280 acides aminés. 1l est fort probable que le segment
DomHCA contienne au moins deux domaines structurés, un premier recense dans CATH et
un second non recensd. Ces deux domaines seraient Séparés par une région linker non
détectable par DomHCA.

86_1 CXZR (POEY

S LLEQ LG LAGADLAAR G400 LELER R LRREIRKELKLKEGAEN LR RATTOLG RS LG PVELLLR G5 S RRLOLIHOOLOELH A
86_1 CHER (CATH)

MELLEQLGLAGADLAAP G400 0 LELER ER LRREIRKELKLKEGAEN LR RATTOLGRELG PVELLLR G5 S RRLOLLHOOLOELH A
&5_1 CXZBA13100 (Dom HCA)

% LLEQ LG LAGADLAAP G400 0 LELER ER LRREIRKELKLKEGAEN LR RATTOLGRE LG PVELLLR G S RRLOLIHG QLD ELHAHAL

108_1 EChA (POE)
MTSENPLLALREKIS ALDEKLLALLAERR ELAVELG KAKLLEHR PYROIDR BR O LLERLITLG KAHHLOAHY ITRLF O LIED S4 A TORALLOGHIN KINPHE AR 1AF L
91_1 EChA (CATH
R L B 5 ALD EKLLAL LAERR ELAVEUS KAKLLE HR PVRDIDREROLLER LITL GKAHHLDAHY ITRLF OLIEDSWLTA 0ALLOGH
369_1 ECRATAATS (Dom HEA)
LLALREKISALD EKLLALLAFR RELAWVEWG KAKLLSHR PR DIDREROLLER UTLG KAHH LD AHYITRLF O UIED $3ATO0ALLA DHLNKINPHS AR|AF L—(266 33)

Figure 60: Alignement de la séquence PDB, de la séquence du domaine CATH et de la séquence de la
région structur ée prédite par DomHCA.

La premiére ligne correspond a la taille de la séquence PDB et au code PDB suivi de I'identificateur de la
chaine. La seconde correspond a la séquence de la chaine PDB. La troisiéme ligne correspond a la taille du
domaine CATH et a son code. La ligne suivante correspond a la séquence de la chaine du domaine CATH.
La cinquiéme ligne correspond & la taille et aux bornes du domaine prédit par DomHCA. La derniére
ligne correspond ala séquence du domaine DomHCA.

Les scores précédemment calculés ne rendent pas compte du recouvrement de la
prédiction en dehors des limites des séquences PDB. Pour egtimer ce recouvrement, nous
cdculons la vaeur EDO (voir définition page 105 e Figure 55). La Figure 61 présente la
digtribution des vaeurs EDO pour le jeu de donnée SLP. Ce cacul n'a de sens que sur le jeu
de données SLP, dont les séquences qui ont servies a éablir la prédiction DomHCA ont des

tailles beaucoup plus élevées que les siquences PDB.
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Figure 61 : Distribution delavaleur EDO.

Nous remarquons que 2% des protéines ont un recouvrement inférieur a 20%. Il
nexige pas de séquence PDB pour lagudle DomHCA n'a prédit aucun résidu dans le
segment structuré. Enfin, nous constatons que 56% des séquences considérées ont une vaeur

EDO supérieure ou égale a75%.

Dans un second temps, nous avons caculé la vaeur n' qui correspond au nombre
d acides aminés, prédits a partir du jeu de séguences SLP, comme faisant partie de la région
dructurée, mais Stués en dehors des séquences PDB. Ce nombre peut ére calculé en N-
temind & en C-termind des limites de la squence PDB (Figure 62). Ce cdcul n'a
égdement de sens que sur le jeu de données SLP, dont les siquences qui ont servies a éablir
la prédiction DomHCA ont des tailles beaucoup plus éevées que les siquences PDB.
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Figure62 : Distribution desvaleursn’.

Nous condatons qu'une bonne patie des limites des prédictions DomHCA

chevauchent a au plus 10 acides aminés pres les limites de la séquence PDB considérée, que

ce s0it en N-termina (39% des ségquences) et C-termina (59% des séquences). Il faut noter
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guen C-termind, la prédiction de limites semble melleure. 1l semble ans que DomHCA
prédise moins facilement le début de la région dructurée. En €effet, I'extenson en N-termind
peut parfois mesurer jusqu’a 40 acides aminés. La détection précoce résulte sans doute de la
présence de quelques acides aminés hydrophobes parsemés en amont des séquences PDB.
D’autre part, 21% et 25% des séquences prédites par DomHCA sont étendues respectivement
en N-teemind et C-termind de plus de 90 acides aminés. Ce réaultat laisse supposer quiil
exige d autres domaines structurés, situés en amont et en ava des séquences PDB testées, et
contigus aux domaines éudiés. Un exemple de td cas et cdui de la glucuronidase citée
précédemment (Figure 42, page 89). Cette protéine contient trois domaines digtincts mais dle
et prédite comme une seule région dructurée dgores DomHCA, dors qudle et classte

dans les protéines monodomaines d' aprés CATH.

7.2.3 Prédiction des régions structurées a partir de chaines pluri-domaines

Pour évduer la quaité de notre méhode de prédiction des régions structurées dans
ce cas, nous avons mesuré I'gptitude de DomHCA a détecter les «linkers» séparant les
domaines dans notre jeu de séguences pluridomaines (255 séguences). Les limites des
segments dructurés sont comparées aux limites de domaines définies par CATH. Nous avons
identifié et comptabilisé 289 linkers. Ces « linkers » peuvent étre séparés en deux classes.

La premiere contient 98 linkers, que nous appellerons linkers «0 ». Ces linkers, de
talle vaidble (talle minimade 2 réddus et talle maximade 302), correspondent a des
fragments de séquence qui ne sont pas inclus dans un domaine d apres la classfication CATH
verson 25.1 (Figure 63). 39 de ces «linkers» «0» ont une talle supérieure a 40 acides
aminés et correspondent a des domaines ou fragments de séquence non assignés dans la base
CATH. Récemment, la base CATH (verson 2.6.0) a &é mise a jour e¢ CATH assgne
maintenant une partie de ces linkers comme des domaines globulaires. Nous avons donc 6té
les linkers ayant une talle supérieure a 40 acides aminés pour la suite de notre éude. La taille
moyenne des linkers « 0 » est dors de 14 acides aminés. Nous comptabilisons respectivement
40 boucles (L), 14 hédlices (H) et 5 brins (E) associées ace type de linker « 0 ».

La seconde classe de linkers compte 192 séquences (66% de I'ensemble des
linkers). Ces «linkers» sont qualifiés de « linkers sans rupture» car la séparation entre deux
domaines consfcutifs nN'et marquée par aucune Sséquence peptidique  particuliérement
détectable (Figure 63). Ce sont des séquences correspondant a une structure secondaire,
réguliére (hdice a ou brin b) ou non (une boucle) et chevauchant les deux domaines

consecutifs. Dans nos s&quences pluridomaines, nous comptabilisons respectivement 117
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boucles (L), 47 hdlices (H) et 28 brins (E) associées a ce type de linker sans rupture Figure
64).

A Naidesamnés B ¢ C ¢ D

Figure63: Linkers« 0 » et linkers« sansrupture ».
20 acides aminés séparent les domaines A et B, c'est un linker « 0 », indiqué par une fléche horizontale en
pointillé noir. Les domaines B et C et C et D ne sont séparés par aucun fragment de séquence, la séquence
correspondant a la structure secondaire réguliere (hélice a, brin b ou boucle) chevauchant les deux
domainesest qualifiéedelinker « sansrupture». Ceux-ci sont indiqués par desfléchesverticalesnoires.

Linkers "0" 33,7
Linker sans rupture "H" 16,3
Linker sans rupture "E" 9,7
Linker sans rupture "L" 40,3
0 5 10 15 20 2I5 30 35 40 45
Effectifs (%)

Figure 64 : Répartition deslinkerstotaux identifiés dansles chaines pluridomaines.

Beaucoup de «linkers» appartenant aux deux classes citées ci-dessus contiennent
des structures secondaires régulieres (94 linkers sont Structurés, soit 37 % de I'ensemble de
nos 251 linkers de la banque de chaines multidomaines). Ce sont essentidlement des
dructures en hdlice a, qui joueraent lerble d «espaceurs» rigides entre les domanes
[GEORGE et d., 2003]. DomHCA ne peut pas détecter efficacement ces linkers structurés car
ils renferment souvent des amas hydrophobes, associés a des structures secondaires réguliéres.
Ce type de «linker», non prédit, et qudifié de «faux négdif » Un exemple de linker
dructuré « hélice a » et présenté Figure 65A a gauche. Ce linker et conditué de deux
hélices a reliées par une courte boucle. Un autre exemple de faux négatif est présenté en
Figure 65A, a droite. Ce linker correspond a une longue boucle qui adopte une sructure
étendue, avec un amas hydrophobe typique de ce type de structure secondaire. DOomHCA se
révéle efficace pour la prédiction de linkers ne contenant pas de Structures secondaires

réguliéres (« linkers » boudes) et detallle suffisante (vra positif illustré en Figure 65B).
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Figure 65 : Plusieursexemplesderésultats positifs et négatifs obtenus avec DomHCA.
Letracé HCA et la séquence 1D sont représentés avec la structuretridimensionnelle correspondante.
A. Exemples de faux négatif (FN). A gauche, le linke inclut une structure secondaire réguliére hélice a et
a droite, le linker sil ne renferme aucune structure secondaire réguliére, adopte une forme éendue,
prochedeceled’ un brin b.
B. Exempledevrai positif (VP) danslequd lelinker est assez grand pour ére détecté par DomHCA.
C. Exemplede faux négatif (FN) danslequd lelinker est trop petit pour étre détecté par DomHCA.
D. Exemple de faux positif (FP) dans lequel le linker prédit correspond a une structure secondaire exposée
ou aunegrande boucle.

A l'inverse, DomHCA ne peut détecter les linkers boucles de petite taille (Figure
65C), qui congtituent une grande partie de notre base de données. Ces linkers boucles «faux
négatif » congtituent 48% de |’ ensemble des faux négatifs.

Comme précise précédemment, les linkers non sructurés que nous gppellerons
« boucleslinkers » peuvent ére détectés par notre méhode Sils sont assez longs (Figure
65B). Aind, les six linkers identifiées par DomHCA sont des linkers « O ». Parmi ces six
linkers, quatre sont des linkers non dructurés (Figure 66). La procédure DomHCA ne peut
détecter leslinkers ruptures, sauf s ceux-ci correspondent ade grandes boucles.
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Idédement, une grande partie des linkers «0 » devrait ére identifiee par DomHCA.
Cependant, il semble que ces linkers, correspondant essentidlement a des hélices e des
boucles, contiennent un certain nombre d'acides aminés hydrophobes groupés en amas, de
telle maniére a ce que la digtribution en amas hydrophobes qui leur est propre ne permette pas

la prédiction d’ une région non structurée (Faux négetifs).

Les «linkers» identifiés dans les protéines 1C8U, 1C96, 1F60 et 1KS| sont tous
Stués dans des régions de séguence ou il Ny a pas ou peu damas hydrophobes. Ils
correspondent & de longues boucles (Figure 66A, B, C et D). Deux autres «linkers» «0 » ont
été correctement prédits avec DomHCA (Figure 66E et G). lls sont situés dans des régions
contenant de petits amas hydrophobes et contiennent des hélices a. Ces hdices contiennent un
forte proportion d'acides aminés A, E et G et peu dacides aminés hydrophobes, ce qui en
rend difficile la prédiction par DomHCA. Les postions des linkers prédits par DomHCA et
définis par CATH sont données Tableau 9.

Tableau 9 : Résultatsdes prédictionsde DomHCA.

s . " . Pogtion du linker
Protéine Postlonz (i? Soma nes I;g_s;tl on ([j)u IlnllfI?r:A Hon laddinition
prédit par Dom CATH

1. 2-116

1C8U(A) > 131.986 108-134 117-130
1: 2-202
2: 203-315

1C96(A) 3 316-490 485-537 491-533
4: 534-754
1: 2-236

1F60(A) | 2: 239-327 320-336 328-332
3: 333-440
1. 6-101

1KSI(A) |2:102-197 198-230 198-230
3: 231-646
Non assigné& 2-98
1: 99-293

UAT(A) Non assigné: 294-514 430-457 294-514
2 :515-555
1. 1-223

1IKP(A) | Non assigné 224-398 330-366 224-398
2: 399-605
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Figure 66 : Linkerscorrectement prédits par DomHCA.

Les linkers sont issus des séquence PDB : 1C8U, 1C96, 1F60, 1KSI, LIAT et 1IKP. Leslinkers sont colorés
en rouge et sont indiqués par une fléche. Les domaines, composant la chaine protéique dont est extrait le
linker, sont respectivement colorés en vert clair, vert foncé, bleu clair et bleu foncé. Les autres chaines
protéiques é&entuellement présentes dans la structure sont en gris ains que les domaines non assignés par
CATH. Pour chaque linker sont indiquées sa séquence et la représentation HCA correspondante. La
s&quence du linker prédit par DomHCA est en rouge et la séquence du linker définit par CATH est
soulignée. Pour UAT et 1IKP, les linkers définis par CATH sont de grande taille et ne sont pas
représentéssur la séquence 1D.

DomHCA se révéle donc tres efficace pour déecter les linkers non structurés,
pourvus guils soient de talle suffisante. Néanmoins, nous avons observé plusieurs « faux
postifs». La plupart de ces faux podgtifs correspondent a de grandes boucles au sein des
domaines globulaires. Un exemple de ce type de linker «faux pogtif » et montré Figure
65D. D’autres faux podgtifs correspondent a des régions dans lesquelles sont présentes des

structures secondaires, trés exposées au solvant ou composées d'acides aminés miméiques
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(A, C, S T). Ces propriétés rendent la détection de ces régions structurées délicates, en raison
de I’ absence d’ amas hydrophobes.

Pour tenter de distinguer les «boudles linkers » séparant deux domaines des boucles
classiques conditutives des domaines globulaires des protéines, nous avons comparé leurs
longueurs e compostions dans notre jeu de données multidomaines. Les définitions utilisées
sont smilaires a celles @ablies par Tanaka et collaborateur [TANAKA, T. et a., 2003]. Une
boucle correspond & une séquence de plus de 4 résidus sans structure secondaire (attribution
par DSSP [KABSCH, W. et a., 1983], dors qu une « boucle linker » renferme en plus une
limite de domane daprés CATH. Sont donc exclues de cette définition, les séguences
« linkers» présentant des structures secondaires régulieres. Comme illustré sur la Figure 67 et
en accord avec les résultats de Tanaka [TANAKA, T. et a., 2003], la longueur moyenne des

boucles « linkers » est plus devée que celles des boucles « nontlinkers ».

70

60 + ——boucles linker

50 - —+—boucles non-linker

40

30 1

Effectifs (%)

20 1

10 A

0 T L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Longueur (acide aminé)

Figure 67 : Distribution deslongueursdesboucles « linkers » et des boucles « non-linker s » (boucles
simples).

Néanmoins, les fréquences des acides aminés ne different pas dgnificativement
(Figure 68), exceptés pour les acides aminés G, D @ N qui sont plus fréguents dans les
boucles « non-linkers». Ces acides aminés sont des marqueurs de boucles, comme le montre
leurs propensons pour les différents éats de sructure secondaire caculées a patir d'une
banque PDB non redondante [CALLEBAUT et d., 1997] (cf. Figure 69). A I'opposé, certains
acides aminés hydrophobes (phényldanine, vdine e leucine) sont plus fréguents dans les
boucles linkers.
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Figure 68 : Corréation entrela composition en acides aminés desboucles « linkers » et desboucles « non-
linkers ».
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Figure 69 : Propensions des acides aminés pour lesstructures secondaires[ CALLEBAUT, I. et al., 19974].

Les acides aminés sont classés par ordre décroissant de la somme de leurs trois propensions, hélice + brin
+ boucle, de la valine (V) ala glycine (G). On peut distinguer trois classes d’acides aminés. La classe |

correspond aux résidus participant majoritairement aux structures secondaires réguliéres; ils sont les plus
hydrophobes et définissent I'alphabet standard HCA. La classe |l rassemble les résidus présentant une
préférence marquée pour un seul type de structure secondaire réguliére. lls forment une classe
intermédiaire. La classe |11 présente les acides aminés a forte propension pour les boucles. Ils délaissent
les structures secondair esréguliér es et sont considér és comme des constructeursde boucles.

D’une part, comme en témoigne la Figure 70, les faux postifs (séquences prédites
comme « linkers» mais qui en rédité ne le sont pas) contiennent des fréquences relaivement
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plus devées en acides aminés qui ne sont pas des hydrophobes forts, mais qui sont souvent

présents dans les structures en hélice a (danine) ou brinsb (thréonine, cystéine).

I
A~ O
1
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1

Fréquence (%)
5
<

—&— faux positif

,A\ —*— boucle non-
]( linker )
faux négatif

o

VILFMYWHAEKRTCQPGDNS
Acide aminé

Figure 70 : Composition en acides aminés des boucles non-linkers, desfaux positifs et desfaux négatifsde
notre banque de séquences pluridomaines.

Ces mémes faux pogtifs contiennent moins d' acides aminés de la classe 111 (les marqueurs de
boude: P, G, D, N & S). D'autre part, les faux négatifs (linkers non prédits par DomHCA)
contiennent des fréquences plus éevées en acides aminés hydrophobes forts (Figure 70).
L'éude de ces caractérigtiques de séquence pourrait permettre d'affiner la prédiction brute
rédisée par DomHCA.

7.2.4 Comparaison avec d’'autres méthodes

Il est difficile de comparer les réaultats obtenus par les différentes méthodes de
prédiction de limites de domaines ou de linkers. En effet, ces méhodes sont basées sur des
caractéridtiques différentes et différents criteres doivent ére utilisess pour les comparer.
Néanmoins, nous avons effectué une comparason grossére de pluseurs méhodes de
prédiction avec DomHCA, apartir des jeux de séquence de nos banques test.

Un exemple de comparaison des résultats de prédiction gppliquée a une séquence de
notre jeu de données et montré en Figure 71. Les résaultats des méthodes DomHCA,
DomPred [MARSDEN, R. L. et a., 2002], DomCut [SUYAMA, M. et a., 2003] et du
saveur Preink [COEYTAUX, K. et d., 2005 sont présentés. Nous remarquons que
DomHCA prédit exactement les limites des régions dructurées, telles que répertoriées dans la
banque CATH. Cependant, a I'ingar des autres méhodes de prédiction, DomHCA ne peut
subdiviser la premiere région dructurée en ses trois domaines conditutifs. Etant donné
gu'aucune des méthodes ne prédit de linkers entre les trois premiers domaines assignés par

CATH et que, par contre, toutes les méthodes semblent prédire un linker entre le troiseme et
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le quatrieme domaine, nous pouvons penser que les trois premiers domaines CATH de

I aconitase forment une structure compacte qui ne permet pas de les distinguer séparément.

PDB: 1C96A

l Bz

%gﬁ (] Regions structurées prédites par DomHCA
%gﬁ =g DOMaines répertoriés dans CATH

Régions non repliées prédites par PreLink

I Linkers prédits par DomCut

Linkers prédits par DomPred

Figure 71 : Comparaison de méthodes de prédiction sur la proténe aconitase (1C96), chaine A.
Les prédictions DomHCA sont en accord avec celles de Prelink et celles de DomCut. DomCut prédit
cependant un linker au sein d’un domaine structuré, ains que le fait DomPred.

Findement, nous avons évdué DomHCA par rapport aux résultats de prédiction de
cibles de CAFASP4 (http://cafaspd.bioinformatics.buffao.edu/dp/updatehtml). Le but de
CAFASP (Criticd Assessment of Fully Automated Structure Prediction) est d'évduer la
performance des serveurs de prédiction automatique accesshles a la communauté scientifique
[SAINI, H. K. et a., 2005]. 58 cibles (dont 41 présentent un domaine unique e 17 deux
domaines) ont éé soumises a 12 méthodes de prédiction. Nous avons compare les prédictions
fates par DomHCA sur ces 58 cibles. Une prédiction et consdérée comme correcte S le
nombre de domaines prédits est correct. Dans le cas des cibles ayant deux domaines, les
domaines prédits peuvent ére continus avec une absence de Séparation entre les deux
domaines. Pour chague méhode, la senshilité la spécificité et le score de recouvrement
(overlap score) ont été caculés et représentés. La méthode DomHCA a détecté correctement
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36 cibles ayant un seul domaine sur 41 (87.8 % de bonnes prédictions). Cing de ces cibles
sont détectées comme ayant deux domaines (Figure 72). DomHCA semble obtenir de bons

résultats comparativement aux autres méthodes.
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Figure 72 : Résultats des méthodes de prédiction testées dans CAFASP.
Le contréle (Random) correspond a une valeur au hasard entre la valeur du contréle 1 et la valeur du
contrdle 2. Le contrdle 1 correspond a la prédiction de toutes les cibles comme des protéines ayant un seul
domaine et le contrdle 2 correspond a la prédiction de toutes les cibles comme des protéines ayant deux
domaines.

7.3 Application aux séquences de Plasmodium falciparum

La particularité remarquable des génomes de Plasmodium falciparum et Dictyostelium
discoideum réside en leur richesse en nucdéotides A+T [GARDNER, M. J. e d., 2002
EICHINGER, L. et a., 2005]. Il en résulte une aondance d'un certain nombre d acides
aminés (asparagine, lysine, isoleucine, tyrosne) (voir FHgure 73 pour le cas de Plasmodium
falciparum). Au début de cette éude, seul le génome de Plasmodium falciparum éait

disponible, nous |’ avons donc chois comme organisme d' é&ude.

15

M Plasmodium falciparum

B Homo sapiens

[l Caenorhabditis elegans

W Saccharomyces cerevisiae

=
o

Férquence (%)

o

NKI1LEDSYFTVGQRHMAPCW
Acides aminés

Figure 73: Comparaison de la distribution des acides aminés dans les protéomes (protéines prédites) de
Plasmodium falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae (5334, 32035,
21629 et 6699 séquences, r espectivement) [CALLEBAUT, I. et al., 2005].

L esacides aminés sont classés par ordre defréguence décr oissante chez Plasmodium falciparum.



-122 -

La richesse en nucléotides A+T entraine des biais dans les séquences qui rendent
difficile I'utilisation des procédures automatiques de comparaison entre séquences. Aing, plus
de 60% des protéines restent orphdines dinformations dructurdes et/ou fonctionnelles
déduites de la comparaison des séquences. |l et probable qu'un nombre important de ces
protéines orphelines correspond en rédité a des orthologues “cachés’. Une ingpection des
tracés HCA de quelques séquences représentatives de Plasmodium falciparum montre
cependant que les caractérigtiques hydrophobes des domaines globulaires sont maintenues
(pourcentage global d'acides aminés hydrophobes conservé, FHgure 73) e que nombre des
acides aminés surreprésentés sont locaisés dans des régions de faible complexité, en dehors
des domaines globulaires. De telles observations ont éé égaement rédisées par dautres
groupes [ARAVIND, L. et a., 2003]. Ce sont ces régions de faible complexité qui affectent
particulierement I'efficacité des méhodes automatiques de comparaison des Sséguences.
L'utilisation de DomHCA peme de sabsrare de ces régions de fable complexité
puisqu’ elles ne sont générdement pas incluses dans les régions dructurées prédites par le

programme. || permet de plus de traiter rapidement I’ ensemble des séquences d’ un génome.

Aing, I'ensemble du génome de Plasmodium falciparum a éé soumis a ce découpage
en régions structurées. 18 808 segments sStructurés et 866 segments «pseudo-structurés » ont
€été recensés. Nous présentons cette éude au chapitre VII.

8 Discussion et Conclusion

Du fat de l'organisation modulaire des proténes, il et intéressant de prédire les
limites de domaines biologiquement actifs. Ce concept peut ére particuliérement intéressant
dans le cadre de la déermination de la dtructure 3D de proténes par RMN ou par
crigdlographie, ain de diminuer la talle de la molécule éudiée (RMN) & daugmenter les
chances d obtention de cristaux (cristallographie).

Sans identifier précistment les domaines d'une Séguence protéique, il peut étre
important dans un premier temps de prédire les limites des régions dructurées et non
sructurées. Nous avons and développé un outil automatique, DomHCA, base sur la
digribution des acides aminés hydrophobes forts (V, I, L, F, M, Y & W) e des amas
hydrophobes HCA de la séquence, qui prédit les régions structurées dans une proténe. La
méthode HCA permet en effet didentifier les limites de nombreux domaines, mais nécesste
souvent les compétences d'un expert. DomHCA prédit de fagcon automatique les régions
potentiellement  structurées, domaines globulaires et/ou passages membranaires. Ces dernieres



-123 -

régions peuvent en effet ére disinguées, une forte frégquence moyenne ou locae en acides
aminés hydrophobes et générdement observée, respectivement, dans les passages
membranaires multiples et les passages membranaires uniques. D’autres hypothéses peuvent
étre goutées aux prédictions DomHCA, comme la présence de brins b caracté&rigtiques des
porines, qui présentent des segments locaux riches en acide aminé glycine, celle de peptides
de fuson qui présentent des caractéristiques de séquence particulieres [DEL ANGEL, V. D. &
a., 2002] ou de régions de répétitions (cf. chapitre VI). Ces hypothéses peuvent éire affinées
par des outils plus spécidisss (par exemple pour les hédlices transmembranaires (PHDhtm
[ROST, B. et d., 1996], TMHMM [MOLLER, S. et a., 2001], HMMTOP [TUSNADY, G. E.
et d., 2001]; pour les proténes membranaires en tonneaux béa [JACOBONI, I. et a., 2001;
GROMIHA, M. M. et d., 2004; NATT, N. K. et a., 2004] et pour les peptides sSignaux
[NIELSEN, H. et d., 1999)).

Le cacul du pourcentage moyen d'acides aminés hydrophobes a permis de mettre
en évidence que les domaines globulaires ont des valeurs voisnes de 33% aors que des plus
fables vdeurs peuvent ére éventuelement associées a des régions intrinséguement
désordonnées (voir par exemple le domaine pKID de la protéine CREB page 94). Il semble
possible de déecter ces régions désordonnées des régions dructurées en identifiant
locdement de plus fables fréquences en acides aminés hydrophobes (en utilisant une fenére
glissante de talle amilare a la talle des régions intrinséquement désordonnées, environ 50
acidesaminés[UVERSKY, V. N. et d., 2000]).

DomHCA est efficace dans le cas de protéines « monodomanes» pour lesquelles
nous avons montré un bon recouvrement entre les limites des domanes prédites par
DomHCA et les limites des chaines observées dans la Proténe Data Bank. DomHCA prédit
les linkers dans les protéines multidomaines dans certains cas. En effet, de nombreux linkers
contiennent soit des structures secondaires, qui ne peuvent pas ére distinguées de celles des
domaines globulaires classiques, soit correspondent a de petites séquences non distinguables
des boucles «non-linkers» des proténes. Néanmoins, ces chaines multidomaines ne doivent
souvent pas étre découpées pour préserver leur intégrité fonctionnele, spécidement quand
elles forment une dructure compacte comme celle de la glucuronidase (Figure 42, page 89).
Dans ce contexte, il ne serait pas judicieux de suggérer un découpage possible de cette chaine
polypeptidique pour une caractérisation fonctionnelle et structurde. En combinant plusieurs
méthodes de prédictions de limites de domaines, il serat possble d amdiorer la fiagbilité des
prédictions de domaines[SAINI, H. K. et a., 2005].
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Findement, DomHCA es un outil particulierement intéressant pour extraire les
domaines dructurés des séguences orphelines, dont beaucoup sont présentes dans des
genomes ayant des biais de composition en acides aminés, comme par exemple Plasmodium
falciparum ou Dictyostelium discoideum. La sdlection des régions structurées prédites par
DomHCA, comme s&quences sondes pour des recherches de similarité ou de domaines, peut
dors permettre d'identifier dans le bruit de fond des séquences dors que la requéte n'aurait
pas éé concluante 9 ele avait &é fate sur la séquence entiere. Un exemple d'identification
de domaine dans la protéine MAL8P1.111 de Plasmodium falciparum est présenté en Figure
74.

ENSCBRP00000009027 (nématode)

MALBRP1.111

198 119245

Zn finger?

Figure 74 : Exemple de découpage per mettant une meilleur e recher che automatique de domaines.
La protéine MAL8P1.111 de Plasmodium falciparum compte 1259 acides aminés. Apreés traitement avec
DomHCA (Tableau 10), la protéine MAL8P1.111 est découpée en cing segments structurés (1-90, 119-245,
296-450, 501-812, 840-1259). La recherche de domaines sur la proténe entiere dans la banque SMART
détecte le seul domaine alors qu’'aprés le découpage, trois domaines sont identifiés (JmjN, JmjC et Zf-
C5HC?2) avec des scor es significatifs.

Le tratement de la séquence MAL8BPL111 pa DomHCA pemet disoler cing
régions gtructurées potentielles. Soumises sgparément & des recherches automatiques de
domaines dans les banques de domaines comme SMART ou PFAM [LETUNIC, I. et 4d.,
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2002], dles permettent d'identifier des domaines non détectés lors de la recherche sur la

proténe compléte, comme par exempleici le domaine JnjN (Tableau 10).

Tableau 10 : Domainesidentifiésdans MAL 8P1.111 apartir d’unerecherche detype HMMER dansles
banguesde domaines SMART & PFAM.

Fragment testé SMART + PFAM Score

1-90 / /
119-245 / /

296-450 JmjN (302-343) 8,17.10°

501-812 JmjC (660-791) 9,24.10°7

840-1259 JmjC (840-974) 5,17.10°

Zf-C5HC2 (1082-1133) 1,20.10°2

Protéineentiére JmjC (660-974) 1,40.10°

Enfin, la rapidité de DomHCA et auss un avantage pour le traitement a grande
échdle des génomes et pour une anadyse globae de I'architecture en domaines des ségquences.
DomHCA sera prochainement accessible sur le serveur du |aboratoire.



-126-




-127-

Chapitre VI
Autres développements et caractérisation de régions

spéecifiques dans les protéines

1 Introduction

L’andyse de la texture peut se traduire par la recherche de motifs ou de domaines
particuliers. L’extraction de telles régions pourrait permettre des comparaisons de motifs ou
de domaines entre proténes, I'identification de nouvelles fonctions dans des ségquences ne
présentant aucune smilarité avec les protéines contenues dans les banques classiques. De
plus, certains motifs, par leur compostion, voire la répéition d’'une méme séquence, peuvent
générer des hiais lors des requétes automatiques de recherche de dmilarités. Aind, détecter
ces régions de répétitions ou de compostion particuliere permettrait d « épurer » ces
squences et aind didentifier de nouvedles dmilitudes par les méhodes classques de
recherche de smilitudes, jusqu'dors non détectées en raison de la focdisation du moteur de
recherche sur les premieres régions. Nous présentons ci-apres les développements poursuivis
en vue d identifier des régions de texture particuliere.

2 Identification de régions de répétition

2.1 Méthode d’identification

2.1.1 Harmonique standard

Des régions de répditions réguliéres peuvent ére aisement identifiées visudlement
aur le tracé HCA bidimensonnel. Nous les appdlerons « harmoniques». Elles sont formées
sur la répétition d'un motif de base. Quatre motifs de base ont é&é identifiés: «l », «I Xl »,
«lxd » e «Ixxl » (I é&ant un acide aminé quelconque toujours retrouvé en une ou
plusieurs positions précises et X n'importe quel acide aminéy compris celui symbolisé par | ).

Les harmoniques de niveau 1 sont cdles condtituées a partir du motif de base «| »;

de niveau 2, celes condituées a patir du motif de base «Ixl »; de niveau 3, celes
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condtituées a partir du motif de base «| xxl » et de niveau 4, cdles condituées a partir du
motif de base « | xxxI ». Un exemple de chaque harmonique est présenté dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Présentation des quatretypesd’harmoniques.

Type Tracé HCA correspondant Base de I"harmonique
170
D A A
Al \A A
. (\{\:&\AA r . 000358 (Homo sapiens)
ol AA A Ap
‘AA\\\f‘Ai ‘;\AA AAAAAAAAAAAAAA
A\A \)A
10 20
I |
\JE%D L &
Al .
SVE f@%ﬁ;@%%ﬁ% S0000023 (Saccharomyces cerevisiae)
Q ;G
0
o SASQSESDSESESDSDS
Bgt o
?80 ?90 :
Q@00 _ |
. , N7 401/ ) PFI0510c (Plasmodium fal ciparum)
y N y
| XXl ( ”NG \ ¢ %/N
/// N//
@/“N‘N/'TO/N.NNQ NIGNNHNIGNNNNIGNNHNIGNNNN
NN@//NN ¢ HN N N
13 140 150 18
' MALB8P1.111 (Plasmodium falciparum)
0 NDMTNDITNDMTNDMTNDMTNDITNDMT
NDITNDITNDISNDITN

Une harmonique de niveau supérieur peut se superposer a une harmonique de
niveau inférieur. Cependant, nous retiendrons comme harmonique cele correspondant a

I’harmonique de plus grande talle (Figure 75), & atallle identique, cdle de plus haut niveau
(Figure 76).
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PFC0245¢ (position 2352 42388) Plasmodium falciparum
Longueur (19 résidus), niveau 2 NINNNNNININNNNNNNNN
Longueur (17 résidus), niveau 4 NINNNNNININNNNNNNNN

Figure 75 : Comparaison de deux harmoniques de longueurset niveaux différents.
L’harmoniqueretenue est celle de longueur 19 et de niveau 2.

PFL 1415w (position 497 a513) Plasmodium falciparum
Longueur (17 résdus), niveau 2 MNMDMNMNMNMNMNMNM
Longueur (17 résidus), niveau 4 MNMDMNMNMNMNMNMNM

Figure 76 : Comparaison de deux har moniques de niveaux différents.
L"harmoniqueretenueest celledelongueur 17 et de niveau 4.

Dans certans cas, deux harmoniques peuvent se chevaucher. L’harmonique
conddérée est I'harmonique totade englobant les deux harmoniques quels que soient leurs

longueurs et leurs niveaux (Figure 77).

S0001929 (position 42 a65) Saccharmonyces cerevisiae

harmonique 1 EKEEENGDEDEDEDEDEDDDDDDD
harmonique 2 EKEEENGDEDEDEDEDEDDDDDDD
harmonique finde EKEEENGDEDEDEDEDEDDDDDDD

Figure 77 : Exemple de deux har moniques se chevauchant, celles-ci sont assemblées dans notretraitement.
L’harmoniqueretenue est I'harmoniquefinale.

Une procédure autometique a éé mise au point pour détecter les harmoniques. Elle
et basée sur les principes suivants
- une hamonique doit renfermer au moins 4 fois successvement le motif de base qui la
compose (our les motifs de base «l xI », «l xxI » et «| xxxI ») e 10 fois pour le motif de
base «| »,
- 9 pluseurs harmoniques de différents niveaux se superposent, I’harmonique détectée et
toujours celle de plus grande taille et de plus haut niveau,
- 9 deux harmoniques s= chevauchent, I’harmonique détectée englobe la totaité des deux

harmoniques,
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- une harmonique commence &t finit toujours par un acide aminé « | ».

2.1.2 Harmonique hydrophobe

Aprés avoir rencontré un autre type de répétition dans les séquences protéiques de
Plasmodium falciparum, nous avons gouté une flexihilité dans notre dgorithme de déection.
En effet, nous avons défini un nouveau type d harmonique : I’harmonique hydrophobe. C est
une harmonique standard de n'importe quel niveau dont I'acide aminé «| » n'est pas unique
mais représente n’importe quel acide aminé hydrophobe (V, I, L, F, M, Y ou W). Les acides
aminés « X » peuvent correspondre a n'importe quel acide aminé y compris des acides aminés
hydrophobes.

Prenons I'exemple de I'harmonique | xxI xxI x<I xxI . Le premier résidu «| » peut
correspondre a une vaine dors que le second résidu « | » (et les suivants) peuvent
correspondre a une leucine ou atout autre acide aminé hydrophobe (V, I, L, F, M, Y ou W).
Un exemple d’harmonique hydrophobe, détectée dans la protéine hypothétique PF11 0204 de

Plasmodium fal ciparum, est présenté en Figure 78.

YINICDINNIHHLNNMQEINNFQHLNSLDNYNNIQTLNVY Séquence 1D

290 300 30 30
|

Tracé 2D HCA

Figure 78 : Exemple d’harmonique hydrophobe (PF11_0204).
Les résidus en gris sont les résidus «l » del’harmonique, lesrésidus entre les deux régions grisées sont
lesrésidus « x » del”harmonique.

2.1.3 Harmonique dégénérée
D’'aores les définitions éablies, une harmonique commence et finit toujours par un
acide aminé «| ». Chague harmonique est formée en généd de quelques acides aminés.

Dans |'exemple ci-dessous figure 79), les acides aminés condiitutifs de |I’harmonique sont la
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sxine, la thréonine, I'danine e la vdine L’acide aminé qui suit I'harmonique dans la
s&quence et une thréonine. Nous avons admis que I’harmonique pouvait ére prolongée tant
gue les acides aminés qui la suivent sont des condituants mageurs de |'harmonique.
L’harmonique  initide  SESSSTSASTSASASTSASTSASTSVSTSVSTSVSTSAS  devient
I"harmonique dégénérée SESSSTSASTSASASTSASTSASTSVSTSVSTSVSTSASTT.

PFB0580w  (position 263 a303) Plasmodium falciparum
SESSSTSASTSASASTSASTSASTSVSTSVSTSVSTSASTT ...

SESSSTSASTSASASTSASTSASTSVSTSVSTSVSTSASTT .

Figure 79 : Exemple d'harmonique dégénér ée (PFB0580w).
L esharmoniquesinitiales et aprés élongation sont encadr ées.

Toutes les harmoniques (classiques, hydrophobes et dégénérés) sont recherchées
dans les séauences des protéines et peuvent étre caractérisées par plusieurs critéres.

2.2  Caractérisation des harmoniques

2.2.1 Répétitions structurées, pseudo-structurées
Nous classerons les répétitions en trois catégoriesprincipdes une région de
répétition incluse dans un segment Sructuré et dite « répétition structurée (RS) », une région
de répétition chevauchant un segment structuré est dite «répétition pseudo-structurée (RPS) »
et une région de répdition hors segment dructuré et nommée de « répétition (R) » (Tableau
12).

Tableau 12 : Exemplesde chacun destroistypesderégionsrépétitives.

Type | Codedelaprotéine | Bornes | Ségquence delarégion de répétition
RS ENSP00000167586 | 81/109 | GSGFGGGY GGGLGAGLGGGFGGGFAGGDG

RPS | ENSP00000223269 | 180/196 | QL QL QLQQQQQQQQQQ
R ENSP00000005545 | 226/255 | DEEFL L EDEEDEDEEEFL L EDDEFELLEDD

2.2.2 Répétitions simples ou mixtes
Les régions de répdiition basées sur I'harmonique de niveau 1 ou condituées
mgoritarement par un acide aminé (fréquence supérieure ou égde a 60%) sont dites

«gmples» ; les autres répétitions sont dites « mixtes » (Tableau 13).
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Tableau 13 : Illustration d’harmoniques structur ées simples et mixtes.
La région de répétition de la protéine ENSP00000167586 Homo sapiens) renferme 67% de résidus
glycine. La région de répétition de la protéine ENSP00000007740 Homo sapiens) renferme 38 % de

résidusvaline, 15% derésidusglycine, 8% derésidusacide glutamique et 38% derésidus histidine.

Type | Complexité | Codedelaprotéine | Bornes Séquence de larégion répétitive

GSGFGGGY GGGLGAGLGGGF
S Smple ENSP00000167586 | 81/109

GGGFAGGDG
S mixte ENSP0O0000007740 | 144/158 | VGHVGHVGHVEHVVH

3 Identification de peptides de fusion

3.1  Introduction

La fuson entre membranes et un évenement tres important qui se produit en
continu dans toutes les cdlules. Aind, certaines proténes ont la cgpacité d'induire la fuson
entre deux membranes phospholipidiques, comme par exemple les glycoprotéines des virus
envdoppés. Ces glycoprotéines permettent aux virus dinjecter leur génome dans le
cytoplaame des cdlules hétes. En générd, les glycoprotéines virdes fusogénes subissent un
changement de conformation qui leur pemet dexposr a leur surface un domane
hydrophobe (le peptide de fusion) qui a la propriété de pénétrer dans la bicouche des
membranes et de provoquer ultérieurement le rapprochement des deux membranes.

Les peptides de fuson sont de petites sequences, entre 20 et 30 acides aminés
relativement hydrophobes et qui sont conservées a I'intérieur d'une famille de virus, mais pas
entre les familles [PECHEUR, E. I. et d., 2000]. lls sinserent dans la bicouche lipidique et
provoquent des changements de disposition des lipides entrainant ultérieurement la formation
du pore de fuson. Les peptides de fuson peuvent ére classés sdon leur postion dans la
glycoprotéine (amino-terminade ou interne), leur pH de fuson (neutre ou acide), et de la
présence ou de I'absence de matifs «coiled-coil » en ava dans la protéine fusogene
[DOMINGUEZ DEL ANGEL, V. 2003]. Les glycoproténes virdes qui font I'objet d'un
civage (comme cdle du virus de I'immunodéficience humain (HIV), I'Hémaglutinine de
I'Influenza (HA) ou encore cdle du virus de la leucémie humaine (HTLV)) disposent ang de
leur peptide de fuson en patie amino-terminde de la proténe transmembranaire, suivi d'une
gructure « coiled-cail » (tresse d’'hdice). A I'inverse, les protéines non clivées ont un peptide

de fusion interne, non suivi d’'un motif de type « coiled-coil »
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Une éude précédente menée au laboratoire par V. Dominguez D Ange sur un
ensemble de référence de 39 peptides de fuson bien caractérisés e non redondants [DEL
ANGEL, V. D. & d. 2002] a permis de décrire les peptides de fuson au moyen des
caractéristiques suivantes :

- une fréguence desrésidus A et G supérieure a23%,

- unefréguencedesrésidus V, I, L, F, M, Y & W supérieure a33%,

- unefréguence desrésidus Y, W, C, P, D, E, K, R et H inférieure 219%,

- une longueur entre 22 et 33 acides aminés,

- une forte fréquence en résidus V, I, L, F, M, Y, W, A, G, S& T, avec une prédominance de
résidus hydrophobes fort en N-termind du peptide et d’ danine et glycine en C-termindl.

Un premier criblage avait éé développé sur ces bases [DEL ANGEL, V. D. & 4.,
2002]. Dans notre découpage en régions structurées des séquences, il nous est apparu
intéressant de donner une indication sur la présence éventudlle d'un peptide de fuson au san
de la région dructurée prédite. Dans ce contexte, nous avons éabli une procédure

automatique, reprenant les caractéristiques mises en évidence par V. Dominguez Del Angdl.

3.2 Methode de détection

Un dgorithme base sur les caractéristiques précédemment citées a &é mis au point. 1l
découpe les séguences en fenétres glissantes de 17 acides aminés (longueur utilisée pour la
recherche de segments structurés) et cacule les fréquences en acides aminés A & G, en acides
amnésV,I,L,F, M, Y eé W, e en acidesaminés Y, W, C, P, D, E, K, R et H pour chague
fenétre. Les régions susceptibles de correspondre a un peptide fuson sont des régions de plus
de 10 acides aminés de long pour lesquelles la fréquence en acides aminés cités ci-dessus est
supérieure (A, G / VILFMYW) et inférieure (Y, W, C, P, D, E, K, R et H) aux vaeurs suils
observées. Le peptide potentie est étendu en amont et en aval de 6 acides aminés. Ces bornes
de début et de fin sont gustées en fonction de la présence de résdus V, I, L, F, M, Y, W, A,
G, Sou T dans les 10 acides aminés de début et de fin. Ensuite, les fréguences cumulées en
acides aminés A et G, et en acides aminés V, I, L, F, M, Y, W sont calculées. L’ hypothese
d'un peptide de fuson se trouve renforcée S les fréquences cumulées pour les acides aminés
VILFMYW sont décroissantes et s les fréquences cumulées pour les acides aminés AG sont
croissantes. Un exemple de déection d'un peptide de fuson potentiel est présenté en Figure
80.
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Figure 80 : Prédiction d’un peptide defusion.
La glycoproténe de virus respiratoire syncitial humain (VGLF_HRSV1, code P13843) contient un peptide
de fusion entre les acides aminés 137 et 160. A I'aide de notre procédure, nous prédisons un peptide de
fusion potentiel entrelesrésidus 137 et 162 (région grise encadr ée).

4 Prédiction de la classe de repliement (A, B, C, D)

DomHCA permet de prédire les régions structurées d’'une proténe et de donner des
indications quant a la présence éventudle de passages membranaires, de peptides de fusion ou
de régions de répdtitions (cf. ci-dessus). Dans cette méme optique, il serat intéressant de
pouvoir indiquer le type de repliement (apha béta, dphatbéta, aphabéta) d'une région
prédite comme structurée. Nous avons donc évalué plusieurs approches tendant a donner une
information sur le type de repliement de la région dructurée, reposant sur I'andyse des
propensions des différents acides aminés pour les différents types de structures secondaires,
de la digribution de ces mémes acides aminés dans les différents types de repliements, des
amas hydrophobes HCA (corrélation avec sructures secondaires, distribution par rapport a
I'déatoire, longueur e nombre des amas). Nous avons pris en référence un ensemble de
proténes présentant un repliement tout a, tout b, a/b et a+b (classes A, B, C et D de SCOP

congtituées précédemment).

4.1 Propension des acides pour un type de structure secondaire
Beaucoup d'acides aminés présentent des préférences pour un type de structures
secondaires (hélice, brin ou boucle). La propenson d'un acide aminé pour une structure
correspond au rapport de sa fréguence dans cette structure et de la fréguence de tous les acides
aminés pour cette méme structure. Prenons I'exemple de la vdine (V), qui gpparait nVa dans
les hélices, nVb dans les brins e nVc dans les boudes. Soit nV= nVa + nvb + nVc, le
nombre total de valines observées et N= Na + Nb + Nc, le nombre total de résidus considérés,

lapropension de lavdine pour I’ hdlice se cdcule ang:
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Nous avons présenté ces propensions sur la Figure 69 (page 118) e pouvons
condtater que de nombreux acides aminés ont des préférences pour un type de structure
secondaire. Nous avons donc souhaité poursuivre notre analyse afin d apprénender dans
quelle mesure les didributions des acides aminés pouvaient rendre compte des différents

types derepliementsa, b, a+b eta/b.

4.2  Distribution des acides aminés au sein des différents types de

repliements
Etant donné la préférence de certains acides aminés pour un type de dructures

secondaires, nous avons caculé la digtribution des acides aminés pour chague banque A, B, C
et D de SCOP (Figure 81).

-
N

——A —=a—B
—C —bD

=
o

fréquence (%)
N > (2] o]

WCMHYFQNPRI TDSKEVGAL
acide aminé

Figure 81 : Distribution des acidesaminésdanslesbanques SCOP A, B, C et D.
Les acides aminés sont classés par ordre croissant de leurs fréquences dans les quatre banques A, B, C et
D.

Les digributions des banques A, B, C & D sont rdativement smilaires mis a part
pour les acides aminés A, E, K, R et T. Cependant, ces différences sont faibles et semblent
peu exploitables pour dtribuer une tendance de repliement & un domaine a patir de sa
digribution en acides aminés, sauf peut-ére pour discriminer les banques A et B. Aucune
discrimination ' est possible entre les banques C et D.

La répartition des acides aminés au sein des différents types de structure secondaires

ne permettant pas de caractériser ni les gructures secondaires ni leur enchainement dans la
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protéine, nous avons éudié les répartitions des amas hydrophobes dans nos 4 banques A, B, C
et D.

4.3 Dictionnaire d'amas hydrophobes

Dans le cadre de la these de K.Le Tuan [LE TUAN, 2003], la fréquence
d gpparition de chacun des amas hydrophobes (alant jusgu'a I'amas 110110011), dans les
structures secondaires apha, béta et boucle a é&é caculée a partir d' une banque PDB a 90%
de redondance (10 631chaines protéiques différentes, 4704 protéines [LE TUAN, 2003]). Les
résultats obtenus sont comparables a ceux issus de la compilation d'une banque non
redondante (25% d'identité). La redondance permet cependant d augmenter le nombre de
représentants de chague amaes, e and davoir acces a une information gtatistiquement
pertinente pour un plus grand nombre d'amas. Le dictionnaire d'amas avec les fréquences

correspondantes des structures secondaires observées est présenté en Annexe.

4.3.1 Regles d'attribution des états A, B et ?

Pour un amas hydrophobe donné, s la fréquence est supérieure a 50% pour un des
deux états apha ou béta, nous consdérons que |'amas peut ére gén&raement en I'état «A »
ou «B» («A» correspond a lI'éat dpha, «B» al’éat béta). S la fréquence est comprise
entre 40% et 50% pour un des deux éats, mais qu dle est supérieure de 10% ala fréguence
de I'autre éat, on attribue égdement al’amas le premier éat «a» ou «b» («a» correspond
al'éa dpha «b» aléa béa; les lettres minuscules indiquant une probabilité moindre).
L'éa indé&erminé, noté « ?», correspond a une fréquence inférieure a 40% dans chacun des
éas dpha ou béta. Les deux plus petits amas hydrophobes, de taille 1 et 2 (1 et 11), sont

mgjoritairement associés ades boucles.

4.3.2 Prédiction de la tendance de repliement de régions structurées

Une région sructurée est représentée comme une succession d'amas hydrophobes,
et donc d éats attribués a chacun des amas (A, B, a bou?). La successon des différents états
correspondant au segment structuré est interprétée de la maniere suivante :
- Sil Ny aque des « ? », latendance de repliement du domaine est indéterminée,
- Sil y a un ou pluseurs «?» & as moins un ou pluseurs «A,a» e aucun «B,b», la
tendance et apha,
- Sil y a un ou pluseurs «?» & al moins un ou pluseurs «B,b» et aucun «A,a», la
tendance est béta,

- Silyades« A,a» et des « B,b » et aucun ou plusieurs « ? », plusieurs cas sont consdérés :
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- S la fréquence de A est inférieure a 10% et que la fréquence de B est au moins supérieure
al0%, latendance et béta,

- S la fréquence de B et inférieure a 10% et que la fréguence de A est au moins supérieure
al0%, latendance est apha,

- Silesfréguences de A et B sont supérieures a10% chacune, la tendance est aphalbéta.

Lafréguence des états A et B danslarégion structurée est déterminée ang :
Par exemple pour I’ éat A, fregA=nbAtotal/(nbAtotal+nbBtotal)* 100
avec nbAtotal= nombre d'état «A et a» du domaine e nbBtota= nombre d é&at «B et b» du

domaine

Un score de confiance de la tendance peut étre calculé selon laformule suivante :
score=(nbB+nbA+(nba/2)+(nbb/2))/(nbA+nbB+nbC);

avec nbA= nombre d' &ats « A » du domaine,

nbB= nombre d' &ats « B » du domaine,

nbC= nombre d’ états « ? » du domaine,

nba= nombre d' &ats « a » du domaine,

et nbb= nombre d' é&ats « b » du domaine.

Le score de confiance et compris entre O et 1. Un score proche de 1 signifie une
fiabilité devée de la tendance attribuée au domaine globulaire. Le score de confiance n'est
déterminé que pour les domaines présentant au moins un éat A, a B ou b dans leur séquence.
Dans le cas ou il N'y a que des éats «?» dans le domaine globulaire, le score de confiance
vaut 0.

Nous avons tenté de discriminer les domaines tout a de ceux tout b. Les résultats
obtenus a partir des régles ci-dessus ne sont pas trés bons. En effet, seuls un tiers des
domaines protéiques de la banque A sont prédits comme tout apha. Les aitres n’ont pas de
repliements définis. Dans le cas de la banque B, moins d'un tiers des domaines protéiques
sont prédits comme tout béta. Dans les deux banques cependant, moins de 10 % des proténes
sont prédites dans le repliement oppose a laqudle dles gppartiennent. L’information déduite
des amas hydrophobes est intéressante pour les amas ayant une forte présence dans une des
deux dructures secondaires hélice ou brin. Cependant, dans |’enchainement de pluseurs
dructures secondaires composant le repliement de la protéine, cette informaion et
difficilement exploitable. De nombreux amas hydrophobes sont représentés auss bien dans

les structures en hédlice que dans les structures en brin sans avoir une préférence particuliere,
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et il conviendrait d'gouer dautres informations, tels les profils de séguence associés a

chacun des amas et pour chacun des états de structure secondaire, pour affiner la prédiction.

4.4  Fréquence d'apparition des amas hydrophobes par rapport a

I'aléatoire (Z-score) et corrélation aux structures secondaires

Pour mesurer la fréguence d apparition des amas hydrophobes par rapport a
I’déatoire, des Z-scores ont éé caculés dans un travail précédent [HENNETIN, 2003]. A
partir de séquences protéiques, des séquences « déatoires» ont éé produites en permutant
déatoirement la podtion des acides aminés. Un grand nombre de banques de séquences
aéatoires ont aing éé produites, a partir de la banque de séquences rédles. Les Zscores sont
cdculés pour chacun des amas. lls permettent de comparer un évenement par rapport a

I’ déatoire. Le Z-score se cacule de la maniere suivante:

occ- M

7

o

ou Z est le Zscore; occ est I'occurrence d'un amas dans une banque protéique ; M
est la moyenne des occurrences de ce méme amas dans les banques aéatoires et O en est
I’ écart-type de cette distribution.

Il a é&é montré que pour les hédices a, les Z-scores sont générdement postifs et
élevés [HENNETIN, J. et a., 2003]. Par contre, les brins, tout auss fréquents que les hdlices,
ne conduisent pas a des Z-scores éevés. En tant que dructure tendant a |'agrégation
(formation de feuillets de brins), on peut consdérer que les amas de type «brins» sont sous
controle, afin d éviter une agrégation excessve donc pathogéne [RICHARDSON, J. S. et d.,
2002; WANG, W. e ad. 2002]. Leurs Z-scores sont and neutres, voir négatifs
[RICHARDSON, J. S. et d., 2002].

En utilisant la table répertoriant le Z-score déterminé pour chaque ames de taille
inférieure a 15 acides aminés (rédisfe pa JHenndtin [HENNETIN, 2003]), nous avons
cdculé dans chague banque A, B, C et D, la somme des Z-scores de chaque séquence
pondérée par le nombre damas contenus dans cette séquence. La Figure 82 présente ces

distributions pour les différentes banques considérées.
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Figure 82 : Distribution des Z-scor es associés aux amas présentsdans lesbanques A, B, C et D de SCOP
(normalisation par le nombre d’amas de chaque banque).

Nous avons congtaté qu'il y a des différences notables de distribution des Zscores
dans les banques A, B, C et D. Cependant, il ext difficile d'interpréter ces différences et d'en
déduire des regles pour fournir une information sur le repliement. Une vadeur de Z-score

pondérée globale ne permet pas d identifier aquelle banque appartient une proténe.

4.5  Distribution des amas en fonction de leur longueur et de leur

nombre d’acides aminés hydrophobes

Comme nous I'avons vu précédemment, les amas hydrophobes peuvent servir de
marqueurs assez spécifiques pour les hélices a ou les brins b. lls sont de bons marqueurs de
structures secondaires. Chague amas présente une préférence relative, pour I’'une ou I'autre de
ces dructures secondaires, souvent autour de 60% (cf. paragraphe 4.3 et Annexe). On notera
égdement que les amas courts sont souvent plus générdement associés ades brins b, les amas
longs a des hélices a. |l ex dors envisagesble de visudiser la digribution de la talle des
amas hydrophobes (de 2 a 20 acides aminés) dans chacun des repliements (banques A, B, C,
D, F et G de SCOP) (Figure 83).
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Figure 83 : Distribution destailles des amasdanslesbanquesA, B, C, D, F et G de SCOP.
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D’aprés la Fgure 83, nous observons que les petits amas (taille 2 a 8) sont plus
abondants dans la banque B. Aind, dans les repliements congruits principdement a partir de
brins béta (banque B), les petits amas sont logiquement dominants. Pour des amas de taille 8
et 11 acides aminés, toutes les courbes sont superposées. Les amas de talle 8 a 11 ne
permettent pas de différencier les quatre premiéres classes (A, B, C e D). Quant aux amas de
grande talle (supérieur a 12 acides aminés), ils sont retrouvés préférentidlement dans les
hélices dpha (banque A). Nous notons que les courbes C et D sont Stuées entre les deux
courbes A et B. Elles correspondent respectivement aux banques apha/béta et dphatbéta. |l
est norma de les retrouver entre les deux courbes A et B puisgu’ dles renferment ala fois des
petits amas (plutt retrouvés dans les brins béta) et des grands amas (plutét retrouvés dans les
hélices dpha). La courbe G correspond aux petites protéines et présente relativement moins
d'amas de talles supérieures a 8. Cette banque contient beaucoup moins d acides aminés
hydrophobes que les autres banques. Elle et condituée de proténes de petites talles
renfeemant peu d'acides aminés hydrophobes et peu de structures secondaires. Elles
contiennent donc moins d'amas de moyennes et grandes talles. La courbe F correspond auix
protéines membranaires e de surface. Ces protéines contiennent a I'inverse de nombreux
amas hydrophobes de grande talle e peu damas hydrophobes de petites talles. Enfin, nous
pouvons remarquer des pics centrés sur les vaeurs 5 et 8, correspondant a des périodicités
dhédlice dpha. 1l a & montré que les talles damas correspondant aux multiples de tours
d hélices dpha sont plus représentées dans les banques [HENNETIN, J. 2003].

D’ aprés les observations précédentes, nous pouvons trier les amas hydrophobes en
deux classes: les amas de petites talles (inférieures a 8 acides aminés) que nous appeons «
amas S» pour Short et les amas de grandes tallles (supérieures a 12 acides aminés) que nous
appelons «amas L» pour Long. Pour les quatre banques A, B, C et D, nous avons calculé le
rapport S'L (Figure 84).

Effectifs (%)

05 15 25 35 45 55 65 75 85 95

rapport S/L

Figure 84 : Distribution du rapport S/L danslesbanques A, B, C et D de SCOP.
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Dans la banque A, le rgpport SIL et générdement trés fable (inférieur a 2) pour
I’ensemble des protéines. A I'inverse, la banque B présente trés peu de vaeurs inférieures a 1
et un grand nombre de vaeurs plus éevées (dlant jusgu'a 10). Les banques C e D ont des
digributions smilaires. Nous pouvons conclure que générdement les protéines ayant un
repliement tout adpha (banque A) ont des rapports SIL inférieurs a 0,5 e que les proténes
ayant un repliement tout béta (banque B) ont des rapports S/IL supéieurs a 6. Sur chaque
segment gtructuré prédit par DomHCA, nous pouvons and fournir une information quant au

type de repliement potentiellement adopté par |e segment.

5 Conclusion

Nous avons développé plusieurs procédures pour identifier des régions particulieres
dans les sequences de proténes (régions sructurées/non structurées, passages membranaires,
régions de répétition, peptides de fuson). Dans le méme contexte, nous powons fournir une
indication sur le type de repliement adopté par les régions structurées prédites par DomHCA.
Il serait donc envisagesble de rassembler toutes ces informations et de caractériser chague
domaine dructuré prédit par DomHCA par son repliement potentid, sa talle, son score
d hydrophobig, etc...

Dans la perspective d'un traitement a grande échelle des génomes et de comparaison
des protéomes, les sequences de protéines pourraient étre découpées en régions
caactéristiques d'une texture bien paticuliere Nous avons chois dans une premiere
approche de comparer le génome de Plasmodium falciparum atrois génomes bien connus :

Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae et Caenorhabditis elegans.
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Chapitre VII
Application a Plasmodium falciparum : Etude d’'un

génome particulier

1 Introduction

Plasmodium falciparum, agent responsable du paudisme, et un protozoare
paeste. Le pdudisme et trangmis a I'homme via la pigire dun moudique femelle
Anopheles, dle-méme infectée gores avoir piqué un homme impaudé Le génome de
Plasmodium falciparum, récemment séquencé [GARDNER, M. J. et a., 2002], présente
d' une part, des portions répétées et d autre part, une grande richesse en bases A+T (82%)
[BASTIEN, O. et a., 2004]. Nous avons rédisé dans un premier temps une éude comparative
des codons et acides aminés de ce génome par rapport ades génomes standard connus (Homo
sapiens, Saccharomyces cerevisiae et Caenorhabditis elegans). Puis, dans un second temps,
nous avons soumis les protéines issues de ces genomes au découpage DomHCA  &fin
d éventudlement mettre en évidence des différences au niveau des domanes dructurés les
composant. Enfin, nous avons mis au point une méhode smple ayant pour but doter, au
moins partielement, les acides aminés surabondants présents dans les séquences issues de ce
génome, din in fine de pouvoir Oter le bias introduit par ces acides aminés dans les
procédures de recherche.

2 Comparaison des génomes

2.1 Distribution des bases et des codons dans les génomes

2.1.1 Introduction

Les séquences dADN sont riches en redondances, résultat des processus
d évolution et de sdection naturdle auxquels dles sont soumises. L’éude de ces biais permet
de mieux comprendre comment la cdlule exploite son information généique, d effectuer la
recherche systématique dans de nouvelles séquences de caractéristiques inconnues e de

fournir des outils de prédiction pour |’ analyse de leurs propriétés.



2.1.2 Composition des génomes

Les quatre bases condtituant les génomes des espéces vivantes sont I'adénine (A), la
thymine (T), la guanine (G) et la cytosne (C). La complémentarité des bases dans la structure
en double hélice de I'’ADN impose que globdement le nombre de A soit égad au nombre de T
et que le nombre de G soit égd au nombre de C. Il et donc intéressant de déterminer les
rapport (G+C)/(A+T), ou plus smplement |e pourcentage de GC ou AT d'un génome.

Chez le colibacille, la digribution des bases et a peu prés équilibrée, puisgu’il y a
environ 51% de GC contre 49% de AT dans les phases codantes (CDS) du génome.
L’ équidistribution n’est cependant pas la regle générde et ce pourcentage peut varier dans une
fourchette comprise approximativement entre 15% et 70% de GC. On trouve ans 24% de
GC cdculé dans les phases codantes (CDS) du génome de Plasmodium falciparum (Figure
85), contre pres de 68% chez Thermus thermophilus, une bactérie peuplant des sources
chaudes et capable de se développer a des températures dépassant 80°C. Cette forte
proportion en GC permet probablement a I'ADN de mieux résster a la dénaturation
thermique (I’ gppariement G-C éant plus stable que I’ appariement A-T).

TGGAAATAAAATAAATAATCAGATGAAAAGGATTGGTGCTTCTGTTGATTGGTCAAGAGAATATTT
TACCATGAATGAAAATTTATCAAATGCGGTAAAAGAAGCTTTTATTAAATTTTATGAAAGTGGTTT
ATATATAGAGATAATAGATTAGTTGCTTGGTGTCCTCATTTAAAAACTGCCTTATCAGATATTGAA
GTAAATCTAGAAGAAATTAAAAAACCAACCAAAATCAAAATACCATCCTTTGATCATTTAGTTGAA
GTAGGTGTTCTATATAAATTTTTTTATCAAATAAAAGATAGTGAAGAAAAAATAGAAATAGCAACA
ACTCGTATTGAAACCATGCTAGGAGATGTTGCTGTTGCTGTCCATCCAAAAGATAAAAGATATGCA
CATTTAATTGGTAAAGAAATTGTACATCCATTTATTCCTAATAGGAAAATTATTATTATTGCTGATG
ATTTTGTTGATATGCAATATGGTACTGGTGCTGTGAAAATTACTCCAGCTCATGATAAAAATGATTA

Figure 85 : Séquenced’'un fragment de géneissus de Plasmodium falciparum (24% GC).

En générd, les génomes de vertébrés se Stuent souvent au centre de la fourchette
avec des taux de GC pour les CDS compris entre 40% et 45% et avec une segmentation en
grandes régions ou « isochores» ou le taux et locdement constant mais différe de la région
voisne. Notre éude a porté sur la comparaison du génome de Plasmodium falciparum avec
quatre autres génomes: Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae et
Caenhorhabditis elegans. Le Tableau 14 présente les valeurs observées pour ces cing

génomes.
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Tableau 14: Distribution desfréquences GC dans les séquences codantes (CDS) de plusieur s génomes.
Le caleul a éé effectué a l'aide du programme  Countcodon  (Site  internet:
http:/Aww.kazusa.or .j p/codon/countcodon.html) sur I’ensemble des CDS de chacun de génomes.

Génomes Plasmodium Homo Arabidopsis Saccharomyces | Caenhorhabditis
falciparum sapiens thaliana cerevisiae elegans
GC (%) 23.83% 52.59% 44.60% 39.76% 42.94%

Les séquences codantes du génome de Dictyostelium discoideum [GLOCKNER, G.
et a., 2002], amibe unicdlulare, présentent un taux de GC de 29%, proche de ceui de
Plasmodium fal ciparum.

Le bias en A-T (presque 80%) dans la composition des nucléotides des séguences
codantes de P. falciparum peut introduire de grandes modifications dans les séquences

protéiques et aingd entrainer un biais dans les procédures de recherches.

2.2  Analyse de la composition en codons et acides aminés codés par

les codons

A l'inverse de I’ADN pour leque il existe des variations importantes de compostion
d'une espece a une autre, la composition moyenne des protéines est relativement congtante
dans le monde du vivant. Il existe de petites variations en fonction de la nature des proténes
considérées: aind des proténes membranaires seront plus riches en résidus hydrophobes, des
proténes interagissant avec les acides nucléques seront plutdt basiques. Par rapport a la
composition «moyenne » des protéines (Tableau 15), on congtate que les 20 acides aminés ne
sont pas équivaents et certains sont relativement plus abondants que d autres.

Tableau 15 : Composition moyenne desproténes(siteinternet : (http://www.esil.inuv-
mr s.fr/~dgaut/Cour g/biais.html).

Alanine A : 83 %o Méthionine M : 24 %o
Cydéne C : 17 %o Asparagine N : 44 %o
Aspartate D : 53 %o Proline P : 51 %o
Glutamate E: 62 %o Glutamine Q : 40 %o
Phényldanine F : 39 %o Arginine R : 57 %o
Glydne G : 72 %o Sérine S : 69 %o
Higtidine H : 22%o Thréonine T : 58 %o
Isoleucine | : 52 %o Vdine V : 66 %o
Lysne K : 57 %o Tryptophane W : 13 %o
Leucine L : 90 %o Tyrogne Y : 32 %o




-146-

Le fat que '’ADN soit compose de génes codant pour des proténes impose des
contraintes supplémentaires sur la séguence des nucléotides qui le composent. La traduction
en proténe faisant agppel a des mots condtitués de 3 bases, les codons. 1l est intéressant de
déterminer les fréguences des 64 triplets possibles et de condruire la statistique d gpparition
des différents codons pour une espéce donnée (Figure 86). La distribution des codons doit
nécessairement suivre celle des acides aminés qui leur correspondent dans le code génétique.
Dans les protéines contenant par exemple 1,3 % de résidus tryptophane, on s attend a trouver
1,3 % de TGG, I'unique codon correspondant a cet acide aminé, al’intérieur des genes. Pour
le cas des acides aminés codés par plusieurs codons synonymes, il est intéressant de voir S les
deux codons sont représentés ce maniére équilibrée ou non. Lorsque les codons synonymes ne
sont pas employés avec la méme fréguence, on parle de biais dans I'usage des codons ou
«biais de codon». Le biais de codon differe d'une espéce a I'autre, sdon les contraintes
propres a chague espece (richese en GC, taux de mutation, réparations)
(http:/Ammwww.esil.inuv-mrs.fr/~dgaut/Courg/biais.html).
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Figure 86 : Usage du code génétique.
L es fréguences des différents codons dans les génes issus des génomes de Plasmodium falciparum, Homo
sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae ont éé calculées a I'aide du programme
Countcodon (http://www.kazusa.or .j p/codon/countcodon.html). Elles sont expriméesen %.

On notera que chez Plasmodium falciparum, les codons STOP (TAA, TAG et TGA)

ont une fréguence de 0,13 % contre 0,25 % chez le génome d’ Homo sapiens.
Les différences de fréquences observées sont le résultat de deux effets superposss: la
composition en acide aminé des protéines qui n'et pas uniforme et la préférence
gystématique pour certains codons pami les différents possbles. L'usage préférentid de
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certains codons synonymes est probablement évolutivement conservé. Deux espéces voisnes
auront générdement des tables d'utilisstion de codons tres smilares Individudlement,
chague gene se conforme a ces regles de préférence qui sont en quelque sorte la «sgnature »
du génome. Chez P. falciparum, qui contient un taux tres faible de GC (24%), cda se
répercute de maniére significative sur le choix des codons. Dans le cas d'un génome riche en
AT, les codons se terminant par A ou T sont tres fortement préférés (I'inverse sera vrai pour
les génomes riches en GC).

Les codons codant pour les acides aminés asparagine et lysne (AAT, AAC, AAA,
AAG) représentent 26% des codons chez P.falciparum (9% chez Homo sapiens). Les deux
codons surreprésentés sont AAT et AAA.

—+— Plasmodium Falciparum ——Homo Sapiens
—a— Caenorhabditis elegans —<— Saccharomyces cerevisae

16

Classelll

14 A
12 A
10 A

Fréquence (%)

o N A~ O
1 1 1 1

e e I s e o S B e e e L — T
V1 L FM YWART CIQTEIZKHSNDP G
Acides aminés

Figure 87 : Comparaison de la distribution des acides aminés dans les protéomes (proténes prédites) de
Plasmodium falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae (5334, 32035,
21629 et 6699 sequences, respectivement) [CALLEBAUT, I. et al., 2005].

Les acides aminés sont ordonnés suivant la classification établie par Callebaut et al. [CALLEBAUT, I. &t
al., 1997a]. La classe | regroupe les acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y e W), pour lesquels les
propensions pour les structures secondaires régulieres (hélice a et brin b) sont plus éevées que celles pour
les boucles. La classe |11 rassemble les acides aminés formateurs de boucles (P, G, D, N et S). La classe ||
est laclasseintermédiaire et regroupelesacidesaminés (A, R, C, Q, T, E et K).

Les acides aminés hydrophobes V, I, L, F, M & Y sont les acides aminés retrouvés
dans les caars des domaines globulaires et condtituent la classe | éadblie par Calebaut et d.
[CALLEBAUT, I. e a., 19974]. Les acides aminés de la classe | pris dans leur ensemble sont
smilaires chez Plasmodium falciparum et les autres génomes igure 87). La fréguence de la
cyséne chez P. falciparum, acide aminé fréquent des caars hydrophobes, ne differe pas non
plus des autres génomes. De plus, la fréquence de I'hidtidine, acide aminé tres neutre vis-&vis
des dructures secondaires (acide aminé qui peut auss bien ére inclus dans une boucle, une

hélice a ou un brin b) est égdement stable. Deux acides aminés sort tres fréquents chez P.



-148-

falciparum: |'asparagine (N) qui est trois fois plus élevée (14.5% contre 5%) et la lysne (K)
qui est deux fois plus devée que dans les autres génomes (12% contre 6%).

Le biais en A-T, observé dans le génome de P.falciparum, est responsable de cette
forte proportion en asparagine e en lysne et dans une moindre mesure I'isoleucine (1) e la
tyrosine (Y). A l'inverse les proportions en arginine, danine, proline e glycine, codés par des
codons riches en GC, sont beaucoup plus faibles chez P. falciparum [BASTIEN, O. et d.,
2004]. Comme expliqué précédemment (chapitre V), une part importante des acides aminés,
agparagine et lysne, est retrouvée dans les régions de faible complexité locdisées dans les
régions charnieres entre domaines fonctionnels. En effet, plus de 14% des résdus asparagine
et 4% des résdus lysine du génome sont retrouvés dans des régions dites de répétitions (cf.
chapitre VI). Ces deux acides aminés condituent plus de la moitié des régions de répéitions
(55%). Les acides aminés hydrophobes, leucine, phénylaanine, meéthionine et tryptophane,
ont des fréguences identiques chez P. falciparum et les autres génomes (classe |, Figure 87).
On peut noter qu'il existe une baance presque parfate entre la vaine et I'isoleucine (codons
GTT, GTC, GTA & GTG pour la vdine et codons ATT, ATC e ATA pour I'isoleucine),
deux acides aminés qui sont tres proches chimiquement e souvent interchangesbles au niveau
gructurd. Le dernier acide aminé de la classe hydrophobe, la tyrosine, fait partie des résdus
formateurs de boucles [CALLEBAUT, |. et d., 19974] et I’augmentation de sa fréguence chez
P. falciparum peut ne pas affecter I'équilibre générd des caars hydrophobes des domaines.
La haute fréquence en lysne qui et en moyenne I'acide aminé le plus expose dans les
domaines globulaires [SOYER, A. et a., 2000] [PINTAR, A. et a., 2003a; PINTAR, A. et d.,
2003b], peut ére compensee par les faibles fréquences en arginine e danine. Dans la classe
I, les fables fréquences en proline et glycine, tres présents dans les boucles, peuvent
ensemble compenser la tres forte fréquence en agparagine, qui juste aprés la glycine,
générdement représentée dans les régions de boucles, partage avec dle sa capacité a adopter
des conformations en héice gauche [CALLEBAUT, I. et d., 2005].

La conservation de la proportion totde des acides aminés hydrophobes chez P.
falciparum et le comportement compensatoire des autres couples d acides aminés permettent
de supposer que les coeurs hydrophobes des domaines fonctionnels sont conservés et qu'ils
peuvent ére identifiés en utilisant notamment la méthode HCA.

Nous avons égdement examiné les fréguences des acides aminés dans le génome

Dictyostelium discoideum, autre génome richeen AT (Figure 88).
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Figure88: Comparaison dela
distribution des acides aminés dans|es protéomes de Plasmodium falciparum et Dictyostelium discoideum
(5334 et 13574 séquences).
Lesacidesaminés sont classés par ordre décroissant deleursfréquences chez P.falciparum.

Les séguences codantes de cdlui-ci contiennent une forte proportion en acides
aminés N et K, (comme cdui de Plasmodium falciparum). Elles sen distinguent notamment
par une plus forte proportion de s&rine (Figure 88).

2.3  Analyse des protéines
Nous avons comparé les effectifs et les talles des protéines dans nos quetre
génomes (Figure 89 et Tableau 16).
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Figure 89 : Compar aison destailles des proténes des protéomes de Plasmodium fal ciparum, Homo sapiens,
Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.
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Tableau 16 : Bilan des caractéristiques des séquencesincluses dans|les protéomes de Plasmodium
falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.

PF HS CE SC
Nb de protéines 5291 32034 21 629 6 699
Nb derésidus 4013502 | 14773391 | 9535848 | 3018 115
total
Talllemaximde 10 589 10 425 13 100 4910
des protéines
Tallleminimale 17 19 6 16
des
peptides/protéines
Taille moyenne 759 461 441 450
des protéines

La talle moyenne des protéines dans les génomes Homo sapiens, Caenorhabditis
elegans et Saccharomyces cerevisiae est de 450 acides aminés et de 759 chez Plasmodium

falciparum. Chez ce dernier, les protéines ont des tailles beaucoup plus éevées.

2.4  Analyse des segments preédits structurés par DomHCA

Nous avons extrat les segments dructurés des protéomes de Plasmodium
falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae avec
DomHCA (Tableau 17) et nous en avons tracé la distribution des talles (Figure 90). Nous
avons remarqué que méme s les proténes de Plasmodium falciparum sont beaucoup plus
longues que celles des trois autres génomes, les régions dructurées ont des tailles smilaires

(environ 150-160 acides, taille moyenne d’ un domaine globulaire).

Tableau 17 : Bilan desrégions structur ées prédites par DomHCA dansles protéines des génomesde
Plasmodium falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.

PF HS CE SC
Nb de régions structurées (RS) 17779 68 353 42 661 13219
(NF?P‘g régions pseudo-Sructurées. | gy 41361 | 21669 6 257
NDb de résidus dans RS 3012721 | 9367973 | 6905680 | 2243856
Nb de résidustotaix dansle 4013502 | 14773391 | 9535848 | 3018115
% derésdusinclusdansles RS 75,06 % 63,41 % 72,42 % 74,35 %
Talle max desRS 9635 4483 2 201 3038
Taille moyenne desRS 169 137 162 170
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Figure 90 : Comparaison destailles desrégions structur éesissues des protéomes de Plasmodium
falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.

Les régions dructurées de Plasmodium falciparum, Caenorhabditis elegans et
Saccharomyces cerevisiae contiennent environ 75% des acides aminés des protéines. |l
semble que le génome Plasmodium falciparum contient proportionnellement autant de résidus
inclus dans les régions Sructurées que les autres génomes. Nous remarquons que le génome
Homo sapiens présente un pourcentage en acides aminés présents dans les régions structurées
plus fable que les autres génomes (64%). Il serait intéressant de traiter d'autres génomes plus
proches évolutivement de I'homme &fin de voir S cette caractéristique est retrouvée chez tous
les vertébrés et aquel embranchement de I’ évolution serait apparue cette modification.
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—a— Caenorhabditis elegans —x —Saccharomyces cerevisiae
14
12 A 3
g 10 A
8 81
g
2 61 j
b
L 44
24 X

VI LFMYWARCQTEKHSNDPG
Acides aminés

Figure 91: Comparaison de la distribution des acides aminés dans les régions structurées prédites par
DomHCA dans les protéomes (protéines prédites) de Plasmodium falciparum, Homo sapiens,
Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.

Nous avons tracé la digtribution des acides aminés au sein des régions structurées
prédites par DomHCA (Figure 91). Les didributions sont sSmilaires a celes des proténes
entieres (voir Figure 87). Les acides aminés sont répartis uniformément dans les régions

sructurées et non structurées des protéines. La forte proportion en acides aminés N et K,
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mises en évidence dans les protéines de Plasmodium falciparum, et égaement retrouwvée au
sain des régions structurées.

2.5 Analyse des régions de répétitions
Nous avons recherché les régions de répétitions (que nous avons définies au chapitre
précédent), dans les protéomes de Plasmodium falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis

elegans et Saccharomyces cerevisiae (Tableau 18).

Tableau 18 : Bilan desrégionsde répétitionsidentifiées dansles protéines des génomes de Plasmodium
falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.

PF HS CE SC
Nb de
répdtitions 8142 8728 4973 1544
Nb de résidus
dansles 194 041 234 622 100 146 27 846
répditions
Nb de résidus
total dansle 4013502 | 14773391 | 9535848 | 3018115
génome
% derésidus
inclus darns les 4,83 % 1,59 % 1,05 % 0,92 %
répditions
Talle max des
répditions 277 1013 463 113
Tallemin 8 8 8 8
Tallle moyenne 22 22 20 17

Prés de 5% des acides aminés des séquences protéiques de Plasmodium falciparum
sont inclus dans les régions de répétition. Dans nos trois autres génomes, seuls 1% des acides
ont Stués dans ces mémes régions. La talle moyenne des régions de répétition et
sengblement la méme d'un génome a l'autre. Les talles maximaes des régions de répétition
sont tres variables (dlant de 113 acides aminés pour Saccharomyces cerevisiae a 1013 pour
Homo sapiens). Ces talles élevées peuvent sexpliquer par la présence de régions de
répétition chevauchantes. La taille mesurée et |a talle globae de la région de répétition. Par
exemple, la région de répdition RSRSRDREGREGEEGEEEEEEEEE, détectée dans la
protéine ENSP00000291552 de Homo sapiens entre les résidus 203 et 223, se compose des
deux répétitions suivantes :

- RSRSRDRGR qui correspond aune harmonique ‘I Xl *,
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- GRGGGGGGGGGGGG qui correspond a une harmonique ‘I xxl * (nous comptons toujours
I’ harmonique la plus grande possible).

Ces deux harmoniques se chevauchent sur les deux résdus (GR). 1l est impossible
de dé&erminer ou finit la premiére région de répéition e ou commence la seconde. La

digtribution des tailles des régions de répétition est présentée Figure 92.
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Figure 92: Comparaison des tailles des régions de répétition issues des protéomes de Plasmodium
falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et Saccharomyces cerevisiae.

Entre 70% et 85% des régions de répétition dans nos quatre génomes ont une taille
comprise entre 8 et 25 acides aminés et 15-20% ont une taille comprise entre 25 et 50 acides
aminés. Les digributions sont smilaires pour ces quatre génomes. Nous avons égaement
observeé la digtribution des acides aminés composant ces régions de répétition (Figure 93).
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Figure 93: Comparaison de la distribution des acides aminés dans les régions de répétitions issues des
protéomes (protéines prédites) de Plasmodium falciparum, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans et
Saccharomyces cerevisiae.

Les acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y & W) et la cystéine (C) sont trés
peu retrouvés dans les régions de répétition, que que soit le génome [Figure 93). Les acides
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aminés K e N sont par contre trés présents dans les régions de répétition de Plasmodium
falciparum (11% et 46%). Aind, 14% des résidus N et 4% des résidus K comptabilisés dans
le génome entier sont Stues dans des régions de répétition contre 0,4% et 1,2% chez
I’homme.

Dans le génome de Plasmodium falciparum, nous avons également observé que prés
de 45 % des protéines présentent une répétition dans leur séquence. Nous avons tracé la
digtribution du nombre de régions de répéition par protéine chez Plasmodium falciparum
(Fgure 94).
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Figure 94 : Distribution du nombre derégionsderépétition contenues dansles protéines de Plasmodium
falciparum.

2668 séguences contiennent des régions de répétition sur 5329, soit la moitié du
protéome complet. 2661 séquences ne présentent pas de régions de répétition dans leur
saquence. Le nombre de régions de répétition identifiées dans une protéine varie de 0 a 20.
Plus de 60% des protéines ont entre une a deux régions de répétition dans leur séquence
(Foure 94).

3 Conclusion

Les protéines de Plasmodium falciparum sont plus longues que cdles issues des
génomes d’Homo sapiens, de Saccharomyces cerevisiae et de Caenorhabditis elegans. Elles
sont auss particulierement riches en acides aminés N e K. Méme 3 ces acides aminés sont
localisés tout au long des ségquences, une part importante de ces acides aminés est retrouvée
dans les régions de faible complexité de séguence, qui sont souvent des régions charnieres
entre domaines fonctionnels. Les acides aminés hydrophobes (V, I, L, F, M, Y & W) sont
globaement conservés dans les séquences et les autres acides aminés semblent se compenser.
Ceda nous permet de supposer que les caars hydrophobes des domaines fonctionnels des
proténes sont conservés et peuvent ére identifiéss sur la base de leur dichotomie
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hydrophobe/hydrophile. Nous avons égadement observé que les séquences de Plasmodium
falciparum renferment de nombreuses régions de répdtition, qui contiennent dles auss des
acides aminés N et K, mais en proportions égaes a cdles retrouvées sur I'ensemble de la
sfquence. Le découpage des séquences avec DomHCA nous a permis de montrer que les
régions structurées de Plasmodium falciparum sont de méme taille que cedles des autres
géenomes et que la proportion d'acides aminés inclus dans ces régions et égdement smilaire
aux autres génomes (proche de 75%). Il semble que I'information nécessaire aux divers
domaines fonctionnds soit présente mais plus ou moins masquée par la présence de
nombreuses régions non structurées, de répétitions ou de régions de faible complexité dans les
sequences. |l a éé montré récemment lors d'une éude sur la longueur des proténes chez les
eucaryotes, les archae et les bactéries que les protéines eucaryotes ont des tailles plus grandes
par rapport acelles des procaryotes. Cela suggere que I'évolution des protéines eucaryotes et
influencée par des processus de fuson de protéines e |'acquisition de multiples fonctions
pour une protéine ayant initidement une seule fonction [BROCCHIERI, L. et d., 2005]. Le
fat que les protéines issues du génome humain présentent 63% des acides aminés dans les
régions structurées (contre 75% chez Plasmodium falciparum, Saccharomyces cerevisiae et
Caenorhabditis elegans) représente une particularité qu'il conviendrait d explorer plus avant.
Il serait intéressant d’é@udier S cette particdaité et retrouvée uniquement chez les vertéorés
ou g dleremonte un peu plusloin dans|’ évolution.

L’abondance en résidus N et K dans le génome de Plasmodium falciparum semble
étre un probléme pour les recherches automatiques de smilarité avec d' autres proténes. Nous
envisageons dans ce contexte de mettre au point une procédure pour extraire les acides aminés
N et K surabondants et pour les substituer par des acides aminés X, ceci dans I'optique de
créer un «masgue », perturbant moins les recherches automaiques de smilitude. Cette
procédure, associée a un découpage DomHCA des séquences, pourrait dans certains cas

amdiorer |’ identification des fonctions de ces domaines.
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Conclusion générale et perspectives

Dans le domane indudrid, e en paticulier en contrdle qudité, de nombreuses
gpplications nécesstent la recherche de défauts dans une surface qui n'est pas homogene
(textile, bois, agro-dimentaire,...). L'information de texture, et la possbilité de décder une
rupture dans cette information, peut dors permettre la mise en évidence de ces défauts. Dans
une séquence de proténe, cette recherche de « défaut » pourrait S gpparenter a l’identification
d une région de faible complexité, d’'une région de répétition, d une région désordonnée, d’'un
motif bien particulier, dun domaine globulaire ou d'une région caracté&ristée par une texture
spécifique.

La méhode Hydrophobic Cluster Andyss (HCA) permet de fare ressortir
visudlement des régions présentant une texture particuliere dans les séguences. Cependant,
cette observation est quditative et expert-dépendante. Dans ce contexte, nous avons souhaité
caractériser la «texture» d'une protéine a partir de sa représentation 2D HCA en transposant
catanes méhodes utilistes en andyse de texture d'images a notre systéme. L’utilisation
d'une représentation en deux dimensons de la séquence, permet en effet beaucoup mieux
guune s&quence linéaire de souligner les changements de texture dans les Séquences
protéiques. La représentation bidimensonnele HCA (2D) des séquences peut étre considérée
dans un certain sens comme une «image » dont les pixels seraient les acides aminés. Nous
avons adapté pluseurs paramétres comme le contraste, I'entropie de la méthode des
cooccurrences €t les différents parametres liés aux niveaux de gris (SRE, LRE, GLD, RLD «
RLP) de la méthode des longueurs de plage. Nous avons utilisé le concept de fenétre glissante
le long de la Sbguencedfin de prendre en compte I'environnement de chague acide aminé et
plusieurs dphabets basés sur |'hydrophobie e I'incluson dans les amas hydrophobes des
acides aminés. Cette premiere éude nous a permis de mieux caractériser les domaines
globulaires issus des classes de repliement SCOP (A, B, C D, F & G) e leur texture. Les
classes A B, C e D, correspondant respectivement au repliement a, b, a/b et a+b, se sont
révélées avoir un comportement moyen similaire au regard des parametres de texture dors
que les deux classes F et G ont présenté des particularités. Aing, la classe F, correspondant
aux protéines membranaires, e riche en amas de grande talle et inversement la dase G,
renfermant les petites proténes, est pauvre en amas. Nous avons condaté que notre «image »

n'est pas assez riche en pixels pour pouvoir isoler des textures al’aide des parametres caculés
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mais que |'observation des profils d’ hydrophobie au sens HCA peut ére exploitée. L’ absence
ou la pauvreté en amas dans une région correspond a des vaeurs extrémes des paramétres de
texture aors que des régions présentant une répatition uniforme des amas hydrophobes
nNentranent que peu de variations de ces paramétres. Nous avons rédise que cette
information est directement disponible au travers du profil d hydrophobie e qu'dle peut ére
obtenue sans la nécesdté de mettre en place des méhodes d'andyse de texture, parfois
lourdes en calcul.

Nous avons donc mis au point une procédure automatique (DomHCA) qui détecte
les régions de rupture ou chamniéres (Sfparant deux régions présentant une uniformité de la
digribution des amas hydrophobes) uniquement a partir de I'information contenue dans la
sfquence. Cette procédure, écrite en langage C sous Visud.net et ingpirée des résultats
obtenus sur la texture et des propriétés d HCA (aphabet hydrophobe basé sur les sept acides
aminés (V, I, L, F, M, e¢ W) et une fenétre de I7 acides aminés se déplacant le long de la
s&quence), permet de pré-découper les séquences en régions dites structurées ou pseudo-
sucturées. DomHCA attribue un score d hydrophobie pour chaque prédiction, indiquant le
pourcentage d'acides aminés hydrophobes contenus dans la région sructurée prédite.
DomHCA fournit auss une information sur la présence de passages membranaires multiples
ou isolés. Notre éude sur les régions de répétitions, les peptides de fuson et les porines
pourra égdement ére utiliste pour compléter les fonctionndités a DomHCA. D’ic la fin
2005, DomHCA sera accessible via un serveur basé al’Inditut de Minérdogie et de Physique
des milieux condensés (IMPMC). La particularité de cette méhode et d'étre rapide et facile
d utilisgtion. Elle peut donc ére utiliste pour des éudes a grande échelle des génomes, &fin
notamment deffectuer un premier découpage des ségquences en  régions  dructurées
potentielles.

Dans ce contexte, nous avons éudié le génome de Plasmodium falciparum qui a b
partticularité d ére riche en bases A+T. Cette compostion biaisée rend peu efficace les
recherches automaiques de smilarité. Nous avons soumis ce génome et trois autres genomes
aDomHCA (Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae et Caenorhabditis elegans). Bien que
les protéines de Plasmodium falciparum soient beaucoup plus longues que celles des trois
autres génomes (pres du double), nous avons congaté que le nombre dacides aminés
contenus dans I'ensemble des régions sructurées prédites par DomHCA a partir des
squences de chacun des génomes est sensblement identiqgue et avoisne 75%. Seul, le
génome humain semble caractérise par une vaeur plus fable, de I'ordre de 64%. Il serait

intéressant d' é&udier d'autres génomes proches de I’'homme &fin de voir S cette vaeur et
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propre a celui-ci ou et congtante parmi I'ensemble des vertéorés ou d'un clade supérieur.
Chez Plasmodium falciparum, les régions de répétition contiennent pres de 4% des acides
aminés (contre moins de 1% chez les autres génomes), mais présentent des tailles moyennes
smilaires. Enfin, I’abondance des résdus N & K dans les protéines et retrouvée égdement
dans les régions de répétitions et les régions dructurées. Les résdus N et K sont en générd
uniformément répartis le long de la séguence e condituent parfois des régions de fable
complexité encadrant des régions dructurées. La conservaion de la proportion totade des
acides aminés hydrophobes chez P. falciparum et le comportement compensatoire des autres
couples d’'acides aminés permettent de supposer que les coeurs hydrophobes des domaines
fonctionnds sont conserveés e qu'ils peuvent ére identifiés en utilisant notamment la méhode
HCA.

Le découpage automatique des séquences peut Savérer un outil utile pour la
moddlisation e I'éude expé&imentae des dructures protéiques. En effet, la déimitation des
régions dructurées contribue a focaiser les smulations ou les expériences sur les régions
importantes dans le repliement. Aind, les régions fortement flexibles composées de boucles
ou ayant peu de dructures secondaires peuvent ére mises de coté afin d'augmenter les
chances de succes des investigations expérimentales et théoriques. Quelques éudes ont d§a
été entreprises dans ce contexte, a I'ade de DomHCA (Friedrich Rippmann de Merck,
communication personndle). Avec le développement de la génomique e les nombreux
squencages, il est important de pouvoir traiter de nombreuses données rapidement.
DomHCA permet de prédécouper rapidement I'ensemble des protéines issues de génomes
complets et den extrare les régions dructurées potentidles. Peut-&re pourrions nous
envisager de trier, d'indexer les domaines structurés des protéines a l'aide de paramétres de
texture e didentifier les inter-relations entre domaines. Nous pourrions ans comparer
différentes protéines dans des génomes différents et mettre éventuellement en évidence des
mécanismes de duplication ou de fuson de domanes. Il serat égdement intéressant de
soumettre |'ensemble des protéines issues des génomes d'autres espéces de Plasmodium, du
génome Dictyostelium discoideum et d autres génomes de parasites ala procédure DomHCA
pour vérifier 9 I'on retrouve les mémes caractéristiques des régions structurées accompagnées
dun bias en A+T chez tous les parasites ou uniquement chez les egpéces du genre
Plasmodium. Dans le cadre d’ éude des génomes, nous envisageons de stocker dans une base

de données les réaultats du découpage en domaines des protéines des quatre génomes



-160-

Plasmodium falciparum, Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae et Caenorhabditis

elegans.

Mon travail de thése principad sur la texture et la mise en place d'une procédure de
découpage des protéines en régions structurées est associ€ adeux publications:
DomHCA: automated prediction of protein sructured region from a single sequence using
secondary structure organization.
K.Prat-Albeau, JP.Mornon et |.Calebaut, soumis (article inséré alafin de lathese).

Prediction of the general transcription factors associsted with RNA polymerase 1l in
Plasmodium falciparum: conserved features and differences relative to other eukaryotes,
|.Cdlebaut, K.Prat, E.Meurice, JP.Mornon and STomavo, BMC Genomics, 2005, sous

presse.

Les sx premiers mois de cette thése, consacrés a la finition d'un travall sur la
vérification de I'hypothése de deux évenements de duplication entre la Séparation des
invertébrés et des vertébrés, ont donné lieu adeux publications :

Phylogenetic andyss of Ciona intestinalis gene superfamilies supports the hypothesis of
SuCcessiVe gene expansions.

M.Leveugle*, K.Prat*, C.Popovici, D.Birnbaum and F.Coulier. J Mol Eval., 2004, 58 :
168-181 (article inséré alafin de lathése).

Paradb : A tool for pardogy mapping in vertebrate genomes.

M.Leveugle, K.Prat, N.Perier, D.Birnbaum and F.Coulier. Nucleic Acids Research.,
2003, 31 (1) : 63-67.

Autre collaboration:
Characterization and study of a kappa casain-like chymosin-sengtive linkage.
|.Calebaut, F.Schoentgen, K.Prat, JP.Mornon, P. Jollés. Biochimica et Biophysica Acta,
2005, 1749 (1):75-80.

* M.Leveugle et K.Prat ont contribué également acetravail.
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Annexe Répartition de chague amas dansles hélicesa, brinsb et boucles et état
attribué d' apres nos regles,
Amas Effectif % hélicea % brin b % boucle Etat attribué

1 16 195 15.1 22.0 62.9 /
11 83%4 21.0 32.6 46.3 /
101 5702 115 53.8 34.0 B
111 3242 11.7 64.8 235 B
1001 3009 325 27.7 38.1 ?
1011 2092 17.0 57.5 24.9 B
1101 1834 17.2 58.7 229 B
1111 1095 6.3 78.6 14.6 B
10001 2061 344 34.7 29.2 ?
10011 1306 50.4 254 23.0 A
10101 1441 12.1 70.4 15.3 B
10111 780 20.6 65.1 13.5 B
11001 1580 415 38.1 18.4 ?
11011 751 45.8 34.5 18.6 A
11101 698 15.2 70.6 12.9 B
11111 294 16.0 73.1 8.8 B
100011 604 32.8 414 22.2 b
100101 611 19.0 48.6 28.5 b
100111 445 24.3 53.0 18.2 B
101001 698 21.6 510 234 B
101011 518 151 67.0 12.2 B
101101 397 14.6 68.0 15.1 B
101111 203 5.9 813 9.9 B
110001 731 35.8 32.6 25.0 ?
110011 499 58.9 23.2 13.6 A
110101 435 15.6 67.8 12.9 B
110111 203 34.5 56.2 7.9 B
111001 397 23.9 53.1 17.4 B
111011 250 32.0 59.2 8.4 B
111101 184 6.5 78.8 10.3 B
111111 54 13.0 81.5 5.6 B
1000101 450 29.8 46.0 15.1 b
1000111 207 25.1 55.6 15.5 B
1001001 389 42.4 25.2 231 a
1001011 209 22.5 54.5 17.2 B
1001101 319 364 46.1 10.0 b
1001111 108 27.8 63.0 5.6 B
1010001 391 22.3 54.5 17.9 B
1010011 247 32.4 42.1 12.6 b
1010101 318 6.0 81.8 7.2 B
1010111 121 19.8 66.1 74 B
1011001 294 29.6 50.7 10.9 B
1011011 156 19.6 57.7 16.0 B
1011101 130 20.0 o 2.3 B
1011111 95 10.8 89.2 0.0 B
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1100111 105 30.5 48.6 114 b
1101001 310 16.1 59.7 18.1 B
1101011 151 13.9 66.2 14.6 B
1101101 140 30.0 52.1 10.0 B
1110001 222 194 57.7 13.5 B
1110011 132 31.8 50.0 7.6 B
1110101 106 13.2 75.5 5.7 B
1111001 134 8.2 76.1 4.5 B
10001001 417 46.0 35.5 13.7 a
10001011 212 37.7 43.9 13.7 ?
10001101 155 27.1 49.0 13.5 b
10001111 69 15.9 63.8 7.2 B
10010001 333 66.7 18.3 11.1 A
10010011 185 73.0 15.7 5.9 A
10010101 132 19.7 57.6 12.9 B
10010111 71 28.2 56.3 4.2 B
10011001 331 82.2 11.8 4.2 A
10011011 184 53.8 37.5 6.5 A
10011101 123 35.8 53.7 4.1 B
10100011 131 34.4 32.8 16.0 ?
10100101 151 16.6 47.7 19.9 b
10100111 80 18.8 41.3 15.0 b
10101001 324 15.1 77.5 3.7 B
10101011 94 12.8 73.4 6.4 B
10101101 83 14.5 69.9 7.2 B
10110001 184 39.7 44.0 5.4 ?
10110011 120 51.7 35.0 6.7 A
10110101 80 5.0 75.0 8.8 B
10111001 110 36.4 57.3 5.5 B
10111101 35 5.7 88.6 0.0 B
11000101 118 36.4 34.7 14.4 ?
11000111 104 10.6 40.4 1.9 b
11001001 223 66.8 17.0 10.8 A
11001011 102 39.2 42.2 12.7 ?
11001101 81 44.4 37.0 7.4 ?
11010001 146 30.1 52.7 9.6 B
11010011 88 44.3 39.8 6.8 ?
11010101 78 17.9 67.9 6.4 B
11011001 138 73.9 17.4 6.5 A
11100011 66 18.2 51.5 13.6 B
11100101 58 13.8 56.9 8.6 B
11101001 160 11.3 80.0 3.8 B
11110001 84 9.5 60.7 10.7 B
100010001 141 52.5 21.3 14.2 A
100010011 138 68.1 15.9 8.0 A
100010101 113 27.4 52.2 5.3 B
100010111 71 29.6 56.3 4.2 B
100011001 100 62.0 25.0 10.0 A
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100011011 89 53.9 29.2 6.7 A
100100011 83 47.0 19.3 9.6 a
100100111 75 26.7 52.0 8.0 B
100101001 78 32.1 38.5 19.2 ?
100101011 65 24.6 67.7 6.2 B
100110001 126 69.0 16.7 9.5 A
100110011 132 61.4 25.0 2.3 A
100110101 77 18.2 55.8 18.2 B
101000101 182 6.6 75.8 4.9 B
101001001 80 27.5 41.3 16.3 b
101010001 119 14.3 44.5 7.6 b
110001001 126 54.8 22.2 12.7 A
110010001 125 70.4 15.2 3.2 A
110010011 112 72.3 17.0 0.9 A
110011001 126 69.0 24.6 4.0 A
110011011 46 73.9 10.9 4.3 A
110100011 60 55.0 23.3 8.3 A
110110001 75 66.7 21.3 5.3 A
110110011 163 19.6 54.6 1.8 B
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Résumeé

Découper, a priori et de fagcon précise, les séquences en domaines est d’une grande
importance dans le champ de la biologie, notamment pour optimiser les éudes de genomique
structurale et de génomique fonctionnelle. Différentes approches basées sur la composition en acides
aminés, la complexité de la séquence ou la congtruction de modeles 3D ab initio, ont éé développées
par le passe. Nous proposons, dans le cadre de ce travail, une approche nouvelle et originale pour le
découpage automatique et sensible des ségquences protéiques en domaines structurés distincts par
exploitation de leur texture. Cette approche bénéficie de I'information de voisinage 2D apportée par la
méthodologie «Hydrophobic Cluster Andysis » (HCA), qui permet d’intégrer al’ analyse une gestion
directe de la structuration secondaire a partir de la connaissance d’'une seule séquence. Aing, la
digtribution des différentes catégories d’amas hydrophobes, tels que définis par I'intermédiaire de
HCA, ans que I'analyse de leurs caractéristiques en termes de structures secondaires, permettent
d appréhender de fagon différenciée les textures des régions globulaires, non globulaires et/ou
désordonnées, répetitives, passages membranaires isolés ou multiples.... Par contre, I’ éude, au moyen
d outils classiques d analyse de texture 2D (méthodes de cooccurrence et des longueurs de section
classiquement utilisées en analyse d' images) ne s est pas révél ée prometteuse. L’ approche développée,
DomHCA, permet in fine de segmenter une séquence protéique en une série de régions et sous-régions
caractérisées par des textures précises, segmentation qui, appliquée al’échelle des génomes, autorise
une comparaison rapide et originae de I'ensemble des séquences. Une des applications concerne les
sequences du génome de Plasmodium fal ciparum qui, par leurs fortes proportions en acides aminés N
et K, rendent les méthodes classiques de détection de similarité peu efficaces.

Abstract

The accurate delineation of domains within protein sequences is of count most importance in
biology, especially for optimizing the structurd and functiona genomics invegtigations. Various
approaches based on the composition in amino acids, the complexity of the sequence or the
construction of ab initio 3D models, were developed in the past to predict functional domains. We
propose a new and origina approach to automaticaly delineate within proteins sequences distinct
structured regions by exploring their texture. This approach is based on the Hydrophobic Cluster
Anayss (HCA) method, which relies on the physico-chemica and topologica principles underlying
the fold of globular domains and alows a direct prediction of regular secondary structures from a
single amino acid sequence. Hence, the distribution of the various categories of hydrophobic clusters,
as defined by HCA, and the analysis of their secondary structures characteristics, discriminate
different textures and is used as an efficient tool to distinguish structured regions, disordered regions,
repeat regions and potential single or multiple transmembrane segments. The study performed by
means of traditiona tools for analysis of 2D texture (methods of cooccurrence and of section lengths
classcdly used in image andysis) did not appear promising. The DomHCA approach, alows to
delineste regions characterized by particular textures in a protein sequence. This segmentation, applied
on the scale of genomes, authorizes a fast and original comparison of the whole sequences. As an
example, we applied DomHCA on the Plasmodium fal cipar um genome sequences, for which standard
tools of similarity searches are generally poorly efficient, due to their high content in N and K
residues.
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