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Résumé

Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes respla@ssde la biotransformation de composés exogenes,
aussi bien dans les phénoménes de détoxicatiom’qiexication par formation d’entités réactivesa forme
hépatique humaine la plus abondante (CYP3A4) emgporsable du métabolisme de plus de 60 % des
médicaments utilisés actuellement, entrainant dabneuses interactions médicamenteuses indésirabdes.
connaissance des mécanismes moléculaires de fonetient de ces CYPs au moyen de modeles prédistifs
d'un intérét primordial pour les industriels. L'ention de ces modéles par modélisation comparasie
toutefois pénalisée par la dispersion en séquetarescette superfamille.

Une méthode originale de reconstruction des CYRg&daur l'identification au sein de cette famillesd
blocs structuralement conservés (CSB) est propicséees CSBs définissent un repliement commun@¥Rs
et sont considérés comme la signature structuralelad superfamille. Les CSBs sont codés en termes
d’informations statistiquesp(ofile) puis alignés sur les séquences de CYP de steugtaonnue, par un outil
d'alignement multiple (Caliseq) créé pour produisdignement multiple optimal pour les reconstrocts par
modélisation comparative. Caliseq sert aussi actEteles séquences originales de CYP dans une d@auqun
génome.

Le modele structural obtenu permet de suggérer rdetations pour observer les modifications du
comportement de la protéine vis-a-vis de ses satsstpécifiques. Le cas du CYB2B6 est un exempieret ou
le modéle a suggéré des mutations permettant d'enigm l'affinité de I'enzyme pour un substrat sfi§oie
utilisé en chimiothérapie.

Mots clef : Cytochrome P450, Modélisation comparative a bas thidentité, Génomique exploratoire a
partir de signature structurale, CYP2B6.

Abstract

Cytochromes P450 (CYP) are monoxygenase enzymedved in biotransformations of exogenous
compounds in detoxification processes, but alsotoxication by generation of reactive species. GX®, the
most abundant isoform present in human liver, $poasible for the metabolisation of more than 6G%rags
used in therapy, leading to unwanted drug-drugractéons. The knowledge and understanding of mashen
underlying substrate recognition and transformat®of outstanding interest for setting up reliaptedictive
tools in pharmaceutical companies. Achievement 6P @odels by homology modeling is however limitgd b
the high diversity of sequences in this superfamily

An original method based on the identification afn@non Structural Blocks (CSB) within the family, is
proposed here to rebuild structural models deshi#& low sequence identity. CSBs define a comnuid bf
the CYPs and are used as a structural signatutbeouperfamily. A multiple alignment tool able atign
successive profiles (calculated in each CSB) orCiiP sequences of unknown structure, has beenajmatito
make use of the structural information beneathGB&s, in one hand to give reliable multiple aligmtseused
in homology modeling, and in the other hand, tocdeéor new CYP sequences in databanks or genomes.

When the structural model is obtainéa silico mutation experiments can be performed to monitanges
in the behavior of the protein towards its spesifitibstrates. A successful example is shown thr@xgp2B6
case, in which mutations suggested by the modetdesignificant increase of its affinity towardsspecific
substrate used in chemotherapy.

Keywords: Cytochrome P450, low identity Homology Modeling, r@enic exploration using structural
signature, CYP2B6.
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En I’espace d’un demi-siécle, le Cytochrome P450, est devenu un véritable embléme dans la
communauté scientifique des biologistes tant I’engouement que cette protéine suscite est intense.
Depuis sa découverte dans les années 50, elle ne cesse de poser de nouvelles questions aux chercheurs.
En réalité, il n’existe pas un Cytochrome P450, mais toute une variété : ces cytochromes P450s
correspondent en effet a une large superfamille d’hémoprotéines mono-oxygénases, présente a la fois
chez les procaryotes et les eucaryotes. Ces enzymes jouent un role important dans le métabolisme
oxydatif d’une grande diversité de substrats pour la plupart hydrophobe, aussi bien d’origine endogéne
qu’exogéne. Ainsi, chez les cellules de mammifére, ils sont notamment responsables de la
métabolisation et de la détoxication des composés exogeénes, également appelés xénobiotiques. On les
trouve aussi impliqués dans les phénoménes d’intoxication par formation d’entités réactives :
époxydes, radicaux, etc. Ces enzymes de phase I du métabolisme, assurent une modification du
potentiel redox de ces xénobiotiques par mono-oxygénation ou réduction, modifiant leur liposolubilité
et rendant possible leur excrétion aprés conjugaison ou non par des enzymes de phase II. Les P450s,
de 400 a 500 acides aminés environ, contiennent une proto-porphyrine IX de fer (I'héme) qui joue le
role de catalyseur d'oxydo-réduction, et peuvent &étre solubles ou membranaires. Les réactions
d'oxydo-réduction entrainent I’activation de I’oxygene qui est transférée sur le substrat positionné

entre 3 et 6 A du fer (Johnson, 2003).

En raison de leurs propriétés physico-chimiques et de leur implication dans les réactions de
détoxication, les cytochromes P450 constituent donc un enjeu a la fois économique et pharmaceutique
majeur : les industriels pharmaceutiques doivent en effet faire face a ces enzymes qui reconnaissent et
dégradent la majeure partie de leurs médicaments actuellement mis sur le marché. De plus, cette
dégradation peut entrainer des interactions médicamenteuses non désirées capable de provoquer des
effets toxiques. Les laboratoires de recherche doivent pourtant composer avec ces protéines qui
constituent une des premieres barriéres naturelles aux agressions extérieures. C’est pourquoi il est
impératif d’étudier et de comprendre les mécanismes impliqués dans la reconnaissance du substrat par
ces CYPs, pour pouvoir espérer soit contourner cette barriére par diminution les doses de médicaments
prescrits, soit agir directement sur ces enzymes et les modifier a notre avantage, par des expériences de

mutation.

La thématique des P450s depuis, tout particuliérement les P450s impliqués dans la cascade de
détoxication chez I’homme est une des activités majeures de 1’équipe dirigée par M. Delaforge et F.
André au sein de laquelle j’ai effectué mon travail de thése. Elle concerne aussi bien 1’activité

catalytique de ces enzymes (multi-spécificité et coopérativité) que leurs relations structure-activité vis-
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a-vis de composés hydrophobes (médicaments, pesticides, mycotoxines, ....). Fort de leurs
connaissances et de leurs savoir-faire expérimentaux, les membres de cette équipe ont décidé
d’aborder la problématique de la compréhension des mécanismes de reconnaissance par des
approches nouvelles : celles de la bioinformatique. En effet, la bioinformatique est devenue
aujourd’hui un outil puissant et complémentaire des autres outils qu’on utilisait jusqu’alors en biologie
pour étudier le fonctionnement des protéines (études spectroscopies, ¢tudes enzymologiques
d’activités et mutagénése, etc.). Le développement d’algorithmes de plus en plus nombreux et la
montée en fléche de la puissance de calcul des ordinateurs, ont fait de 1’informatique un outil
parfaitement adapté a la biologie dont on attend beaucoup, en particulier dans le domaine de
I’ingénierie et la conception de médicaments. C’est dans ce contexte que j’ai pris mes fonctions dans
cette équipe en Octobre 2004, pour explorer in silico les mécanismes généraux de reconnaissance par
les CYPs, pour expliquer a la fois la sélectivité a I’intérieur d’une famille de substrats, la multi-
spécificité et les effets coopératifs entre substrats de famille chimique différente (interaction

médicamenteuse).

En bioinformatique structurale, le point de départ avant toute investigation est la disposition d’un
support de travail qui est soit la structure de la protéine, soit un modele. Méme si aujourd’hui un
nombre important de structure de CYPs est disponible, il demeure insignifiant comparé au nombre de
génes connus dans cette superfamille. A noter que la plupart des structures de P450s connus
correspondent a celles qui ont un intérét clinique ou pharmaceutique. Bref, pour étudier des P450s de
structure inconnue, il est nécessaire de produire des modeles. Toutefois, la diversité en séquence
(principalement en partie N-terminale, et a un degré moindre en C-terminale) qui existe au sein de

cette superfamille est un vrai frein a I’obtention d’un modele 3D par modélisation comparative.

Le premier point sur lequel j’ai travaillé durant mes trois années de thése, a consisté a développer
une méthodologie fiable de reconstruction de P450s a bas taux d’identité. Pour cela, j’ai conduit
mes expériences sur un cas particulier des P450s : celui du CYP 3A4. En effet, chez I'homme, la
famille de P450 la plus abondante est celle du CYP3A, qui comprend notamment l'isoforme P450 3A4
(CYP3A4, 503 acides aminés). Celui-ci est majoritaire dans le foie, responsable a lui seul du
métabolisme de prés de 60% des médicaments utilisés actuellement (Lewis, 2003), mais aussi de
nombreux produits présents dans notre environnement : pesticides, mycotoxines, additifs alimentaires,
etc. Des composés endogénes tels que la testostérone ou des petits dérivés peptidiques (Delaforge et

al., 1997) sont aussi reconnus et oxydés par ce cytochrome. Les substrats pris en charge sont



généralement hydrophobes, mais de taille, de nature chimique, et de poids moléculaire trés variables :

de 150 a 1400 Da (Rendic, 2002, Ekins et al., 2003).

Un premier modele moléculaire du CYP3A4 a été développé au laboratoire au cours du travail de
these de N. Loiseau (Loiseau, 2002). Il a été obtenu par modélisation comparative basée sur les six
structures de cytochromes P450 disponibles a 1’époque dans la PDB (Protein Data Bank), dont cinq
d'especes bactériennes solubles, avec une moyenne de 20 % d'identité. Ces isozymes partagent une
homologie fonctionnelle (activité mono-oxygénase), mais reconnaissent et métabolisent des substrats
trés différents, parfois spécifiques (camphre par exemple, pour le P450cam ou Camphor
5-monoxygenase, le plus étudi¢). Un autre mod¢le de la famille 3A, I’isoforme CYP3A7 qui présente
88% d’identité avec le CYP3A4, et est exprimée principalement dans le foie durant la période feetale
et néonatale (Lacroix et al., 1997, de Wildt et al ., 1999), a été construit en 2003 par M. Cottevieille
avec un jeu réduit a quatre structures PDB de cytochrome P450, dont trois bactériennes. Le modéle de
CYP3A7 devait permettre de comparer les mécanistiques 3A4/3A7 chez ’homme, et d’utiliser leurs
propriétés opposées dans le métabolisme des stéroides, afin de réaliser des validations croisées des
modeles. Toutefois, les modéles obtenus avec pourtant la méme stratégie de modélisation, ne sont pas
en accord. Ce désaccord provient de I’é¢tape d’alignement des séquences de référence sur la séquence
cible, étape cruciale en modé¢lisation comparative. Dans les deux cas pourtant, ’information
structurale spécifique des CYPs était utilisée pour améliorer 1’alignement multiple. En effet, en dépit
de la diversité en séquence, on observe une bonne conservation du repliement global dans la
superfamille des P450, au travers des différentes structures déposées dans la PDB qui sont d’origines
diverses (bactérienne, fongique ou de mammifere). Cette information structurale servait d’ancrage a

I’alignement multiple.

J’ai donc été amené a étudier cette information de conservation structurale au sein de la
superfamille des CYPs, puis vérifier et valider 1’intérét de son utilisation pour améliorer 1’alignement
multiple. Pour cela, il a fallu mettre en place et développer un outil fiable d’alignement multiple
(Caliseq) permettant de positionner correctement les séquences des P450s de structures connus, sur la
famille des 3A. Les alignements produits par cette méthode servent de points de départ aux
reconstructions de modéles 3D de CYP 3A et par extension a d’autres P450s ne disposant pas d’autres
homologues a plus de 30% d’identité (limite acceptable pour la reconstruction de modéles par des

méthodes classiques).
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Par ailleurs, le programme développé m’a également permis d’aborder la bioinformatique
génomique : en effet, ce logiciel initialement mis au point pour produire les alignements multiples était
également en mesure d’exploiter I’information structurale comme signature spécifique des P450s pour
des expériences de génomique exploratoire. Caliseq permet en effet de détecter des séquences de
P450s (dans la mesure ou I’information de conservation structurale est tirée de la superfamille des
P450s) dans des banques de séquences. Cet aspect de génomique exploratoire présente un intérét dans
la construction d’une banque de séquences spécifique au P450s. L’utilisation de cette banque,
combinée a celle de la reconstruction de modéles pourrait théoriquement aboutir a une constitution
d’une base de mod¢le de site actif, sur laquelle les chimiothéques pourraient étre confrontées. Les
résultats des criblages obtenus, apporteront probablement des éléments de réponses, ou du moins une

idée sur les mécanismes de reconnaissance du substrat par ces enzymes.

Outre 1’aspect prédictif de la bioinformatique, j’ai été également conduit au cours de ma thése a
travailler sur une application concréte de la bioinformatique structurale dans un traitement par
thérapie génique, impliquant une autre P450, la CYP 2B6. Ce travail a été initié par I’équipe de
Toxicologie Moléculaire a la Facult¢ de Médecine de Paris V qui a développé les techniques de
thérapie génique autour d’une prodrogue, dont le produit de dégradation par le CYP présente un effet
chimiothérapique. Pour améliorer I’affinité et I’activité enzymatique du CYP 2B6 pour ce substrat, des
expériences de mutations dirigées ont été réalisées. En raison du nombre important de mutants opérés,
cette équipe a sollicité notre aide pour lui fournir un support bioinformatique en vue de tester in silico
les résultats. Ce fut donc pour moi ’occasion d’aborder un autre aspect de la bioinformatique
apportant une véritable finalisation au travail in silico, a savoir utiliser les ressources et les
informations disponibles pour fournir une base destinée et une description moléculaire a des

expériences biochimiques.

Ce travail de collaboration m’a ainsi permis de confronter des résultats obtenus (mutations in
silico, docking de la prodrogue dans le site actif, simulations de dynamique moléculaire...) sur des
mod¢les de CYP 2B6 par des résultats expérimentaux et au plan plus général, d’apporter (ou de

confirmer) des éléments de réponse aux mécanismes de reconnaissances de substrat par les P450s.

L’ensemble de tous mes travaux est présenté au travers de ce manuscrit, agencé de la maniére
suivante : dans un premier chapitre, j’exposerai 1’état des connaissances actuelles disponibles, aussi
bien sur les P450s que sur les méthodes bioinformatiques classiques d’étude de protéine. Je décrirai

dans un second chapitre les méthodes que j’ai développées pour compléter les méthodes



bioinformatiques existantes, et en dernier chapitre, je présenterai les résultats obtenus par cette

méthode et ceux issus de la collaboration avec 1’équipe de Paris V.






Premiere Partie

Etat des connaissances






CHAPITRE 1

Cytochromes P450 : pourquoi un tel intérét ?

« Nous ne connaissons pas le vrai si nous ignorons les causes »

Aristote (384-322 av JC)
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12 Chapitre 1. Cytochromes P450 : pourquoi un tel intérét ?

1.1 Ala découverte d'une superfamille d’'enzyme...

1.1.1 Présentation d’'une protéine hors norme

Le cytochrome P450 constitue un des sujets de recherche les plus en vogue au cours de ce dernier
demi-siecle, aussi bien en biochimie qu’en biologie moléculaire. Il doit également son principal essor
au développement de ressources de I’industrie pharmaceutique mondiale. Sous le terme général de
cytochrome P450, se regroupe une superfamille multigénique de protéines enzymatiques dites
«hemo-thiolate» a propriétés redox. Aussi connu sous le terme de mono-oxygénases, il a la capacité
d’activer les molécules de dioxygeéne en des entités hautement réactives (ROS) et d’insérer ensuite
I’oxygéne moléculaire dans un nombre important et varié de substrats tant au niveau d’un atome de
carbone, que d’azote ou de soufre. Cette activation du dioxygéne est rendue possible par la présence
d’un atome de fer inclus dans I’héme qu’il porte. Ces cytochromes P450 (CYPs ou P450s) sont des
enzymes ubiquitaires qu’on retrouve dans tous les organismes vivants a 1’exception prés de certains
micro-organismes primitifs qui auraient évolué il y a plus de 3,5 milliards d’années. De méme,
substrats et réactions générés par ces enzymes sont multiples et ubiquitaires: les CYPs sont
responsables du métabolisme oxydatif de molécules trés diverses, comprenant aussi bien des
substances endogenes (hormones stéroidiennes, acides gras, vitamines D, prostanoides, alkanoides,
terpénes et autres pytoalexines...) que les xénobiotiques (médicaments, pesticides polluants, toxiques,
cancérigenes, carcinogenes...). Les réactions de biotransformation des xénobiotiques catalysées par
les CYPs s’inscrivent en effet dans un processus de détoxication évitant I’accumulation de substances
potentiellement toxiques dans 1’organisme. Ce sont d’ailleurs ces mémes substrats qui auto induisent
leurs propres réactions de détoxication. Paradoxalement, les CYPs peuvent parfois catalyser
I’activation chimique de certains composés (procarcinogenes...) et produire des métabolites toxiques,
mutageénes voir cancérogenes (génération de ROS qui endommagent I’ ADN). Cette ambivalence et les
conséquences majeures qui en découlent ont conduit a s’intéresser aux cytochromes P450, tant du

point de vue structural que fonctionnel.

1.1.2 Identification et caractérisation des CYPs

Cela fait a présent cinquante ans que Garfinkel et Kligenberg (1958) ont reporté pour la premiére
fois I’apparition d’un pigment jaune orangé dans des fractions microsomales hépatiques de rat et de
cochon en présence de monoxyde de carbone. Ce pigment fut alors dans un premier temps caractérisé

comme une hémoprotéine, identifiée a un cytochrome de type b peu commun, puis deviendra plus tard
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ce qu’on connait sous la désignation « P450 ». Cette désignation de « P450 » a été attribué en raison
de sa propriété d’absorption maximal a 450 nm dans le spectre UV (cf. Figure 1-1) lorsque le fer de
I’héme, a I’état réduit, est complexé au monoxyde de carbone (Omura et Sato, 1962). Le ‘P’ de P450
fait référence quant a lui au « pigment » d’ou le terme P450 pour Pigment a 450 nm. La fonction
biochimique des cytochromes P450 fut alors établie vers le début des années 60 aussi bien dans la
biotransformation des stéroides (Estrabook et al., 1963) que dans I’oxydation des composés exogenes

(Cooper et al., 1965).
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Figure 1-1 Spectre d’absorption du P450 complexé & du monoxyde de carbone montrant le pic caractéristique
aux alentours de 450 nm

C’est donc, d’une part 1’observation d’une pigmentation cellulaire jaune-orangé apparue a la suite
d’une complexion de préparation microsomale avec un monoxyde de carbone et d’autre part, la
présence d’un pic distinct a 450 nm en spectre UV visible d’absorption (Garfinkel, 1958 ; Klingenberg,
1958) qui ont permis la découverte de 1’enzyme. Les origines phylogéniques des P450s quant a elles,
demeurent discutables et restent encore a démontrer. On pense toutefois que le systéme des P450s
aurait évolué¢ de fagon constante il y a plus de 3,5 milliards d’années, avant méme I’arrivée de
I’oxygéne atmosphérique (Wickramasinghe et Villee, 1975). Au départ, il semble que les organismes
présents se servaient du potentiel chimique des molécules d’oxygéne pour traiter les composés
organiques, grace a la formation contrélée d’entités réactives (i.e. superoxydes, peroxydes, etc.). Ces
mécanismes de transformation de I’oxygene seraient rendus possibles par la médiation d’un complexe
fer-porphyrine dont la structure est similaire de la protoporphyrine IX (ou héme cf. Figure 1-1). La
porphyrine est en effet une entité appropri¢e pour la régulation de 1’équilibre de 1’état de spin du fer
(Frausto da Sliva et Williams, 1991), occupant donc un réle important dans les échanges électroniques
du fer (et donc par la méme occasion, dans la catalyse par les hémoprotéines). Ce type de réaction peut
étre de plus favorisé par I’influence d’une cystéine proximale (thiolate) présente dans 1’apoprotéine du

P450 qui se charge, d’acheminer les molécules d’eau, les ¢léments réducteurs (i.e. proton/électrons)



14 Chapitre 1. Cytochromes P450 : pourquoi un tel intérét ?

nécessaires a la réaction (Lewis et Pratt, 1998) et les substrats organiques a lier. De toute évidence,
I’apoprotéine P450 semblerait avoir évolué de fagon a incorporer la partie héminique et a « orienter »
les substrats potentiels vers un métabolisme oxydatif d’une position particuliére. L’apport en électron
peut étre obtenu quant a lui par transfert a partir de partenaires redox pouvant appartenir a un systéme
immergé dans une bicouche phospholipidique (comme celle de la membrane du réticulum

endoplasmique dans le cas des P450s hépatiques microsomaux).

HOOC

Heme

COOH

Figure 1-2 Protoporphyrine IX de fer constituant I'héme des cytochromes P450

Au final, tous les P450s identifiés a ce jour désignent des hémoprotéines constituées d’un heme
relié¢ a ’apoprotéine par un groupement cystéinate complexant le fer de groupe prosthétique (cf.
Figure 1-3). Schématiquement, on a coutume de représenter les CYPs comme une grosse
hémoprotéine constitué d’une chaine polypeptidique unique, 1’apoprotéine (d’un poids moléculaire
compris entre 45 et 60 kDa) et d’un groupement prosthétique central, 1’2éme (catalyseur de la réaction
enzymatique). Ce dernier est li¢ de fagon « non covalente » a I’apoprotéine par 1’intermédiaire d’une
cystéine. Le site catalytique de I’enzyme est hydrophobe, permettant 1’accueil de substrats.

- La diversité des P450s est naturellement liée a la séquence primaire en acides aminés de

I’apoprotéine.

- L’héme des CYPs est constitué¢ d’une protoporphyrine XI de Fer. Au sein des P450s, ce métal
est lié aux quatre azotes pyrroliques de la porphyrine et au soufre de la cystéine axiale. Cette
cinquiéme liaison de coordination du fer est réalisée avec le groupement thiolate de la cystéine
présente dans la région C-terminale. Le fer peut étre hexacoordonné, le sixiéme ligand étant
par exemple, O,, H,O, CO ou une autre molécule. Dans le P450, le plan de ’héme définit
deux régions : (a) la face proximale située du co6té du ligand cystéinate et (b) la face distale

contenant le site actif de I’enzyme.
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Apoprotéine )
Face proximale

Héme
(protoporphyrine)

Site catalytique
. (zone hydrophobe
Face distale pour le substrat)

Figure 1-3 Représentation schématique d'un CYP

1.1.3 Diversité des cytochromes P450

Depuis sa découverte, I’intérét que cette superfamille suscite n’a cessé d’augmenter de fagon
considérable : aujourd’hui encore, le CYP reste un challenge scientifique majeur. Les trois décennies
qui séparent la premicre purification d’un P450 en 1970 (Yu et Gunsalus, 1970) de la premiére
résolution d’une structure d’un P450 de mammifére en 2000 (Williams et a/., 2000b), ont ainsi permis

d’appréhender efficacement la complexité et la diversité de cette superfamille.

1.1.3.1  Multiplicité en génes

On remarque tout d’abord chez cette superfamille une multiplicité en génes : Lewis reportait déja
en 2000 plus de 1200 génes individuels de P450. Selon lui, beaucoup d’autres nouveaux genes
viendront grossir les rangs dans les années a venir, tant 1’état de connaissance dans ce domaine est
vaste, profond ne demandant qu’a étre exploré. Ses intuitions se sont révélées exactes, puisque
aujourd’hui (2007), nous atteignons déja 7700 genes répartis entre les bactéries, végétaux,
champignons, insectes et animaux. De plus, d’une espece a 1’autre, le nombre de genes codant pour les

P450s est tres variable.

A partir d’informations basées sur des alignements de séquences et d’arbres phylogéniques
d’évolution Nelson a émis 1’hypothése d’un géne ancestral des P450s qui serait apparu il y a environ
3.5 milliard d’années chez la bactérie (Nelson, 1999; Nelson et al., 1993, 1996). Ce dernier serait trés

proche du seul P450 présent dans tous les organismes: le CYP51. Ce P450 catalyse la 14-o-
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déméthylation du lanostérol, un intermédiaire qui intervient dans les premicres phases de la chaine de
synthése des stérols. La diversification des CYPs pourrait donc étre expliquée par une
complexification de la biosynthése des stérols au cours de 1’évolution. Par ailleurs, 1’apparition d’une
«menace oxygene » dans le monde végétal ou animal expliquerait également la différentiation des
CYPs, spécialisés dans la détoxication des xénobiotiques. Malgré I’importante diversité génique des
cytochromes, cette superfamille est caractérisée par deux séquences protéiques consensus :

- Une séquence consensus située du c6té proximal de I’héme FxxGx(R/H)CxG (il s’agit 1a du
motif décrit de fagon historique). Appelé « Cys-Pocket », elle contient la cystéine ligand du
fer et est considérée comme la signature peptidique de la superfamille des P450s. D’ailleurs,
ce motif est également désigné « signature cytochrome P450 — héme » et est utilisé pour
identifier les P450s dans la base PROSITE (voir le paragraphe sur Prosite page 79) pour la
recherche des P450s. Le motif de la base PROSITE s’écrit sous cette forme : [FW]-[SGNH]-
x-[GD]-{F}-[RKHPT]-{P}-C-[LIVMFAP]-[GAD]. Cette séquence participe au maintien de

I’héme au sein de I’apoprotéine.

350 353 357 359 249 252

CYPIO! EEGHREISHL I.IEN .. .. CEEL D BV

cyric M cN BHAoRA B N .. . AlB-E RT

cyrial [l cL. BAKRK [N [N .. . AfNFD R

cyp3ad [ cs BAPRN B [N .. .. AlEYE RlT

cyry22 [ s RAKkRA LN . . AINTE RET
441 444 448 450 312 315

Séquence Cx RHX Cx GC.... GIAC x ED T x

consensu

Figure 1-4 Séquences consensus « Cys-Pocket » caractéristiques des cytochromes P450 (source : thése de P.
Lafite)

- Une séquence consensus distale (G/A)Gx(E/D)T moins bien conservée au sein des P450s, elle
joue un rdle dans I’activation de 1’oxygéne moléculaire lors de la catalyse.

En raison du nombre important de P450s exprimés dans le monde vivant, une nomenclature en

famille et sous famille basée sur I’identité en séquence a été élaborée. Cette nomenclature sera

détaillée la section 1.2.1.

1.1.3.2 Localisation hétérogene

Les CYPs sont représentés dans tous les organismes vivants, a différents niveaux de localisation
cellulaire : dans le cas des procaryotes, les CYPs sont des protéines cytosoliques, tandis que chez les

eucaryotes, ils sont membranaires, localisés dans différents compartiments cellulaires. Ainsi, on
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distingue les P450s mitochondriaux, les P450s microsomaux, fixés aux membranes du réticulum

endoplasmique (RE), et les cytochromes plastidiaux chez les végétaux.

1.1.3.3 Variabilité en forme

On pensait initialement que le P450 n’était qu’un simple et unique cytochrome. Trés vite, on se
rendit compte que cette enzyme pouvait exister sous de multiples formes, chacune possédant des
propriétés différentes qui dépendent a la fois de leur sélectivité au substrat et de certaines
caractéristiques physicochimiques (Omura et al., 1993). A titre d’exemple, des variations distinctes
sont relevées autour du pic d’absorption des 450 nm pour des enzymes isolées de sources différentes,
ou issues de préparations microsomales provenant d’animaux traités par des composés chimiques
différents (Ruckpaul et Rein, 1984). Cette multiplicité en formes de cytochromes P450 n’est en fait
qu’une conséquence d’une multiplicité en génes (Gonzalez, 1988). Elle a ainsi conduit I’enzyme dans
un premier temps, a 1’appellation d’oxydase a « fonction mixte » puis, plus récemment, a celle de
« mono-oxygénase » pour décrire sa capacité a insérer un atome d’oxygene dans une large variété de
substrats et classes structurales de composés (Porter et Coon, 1991 ; Okita et Masters, 1992 ; Ortiz de
Montellano, 1986, 1995). Encore largement utilisée, 1’appellation de « cytochrome » n’est pourtant
plus considérée comme la plus appropriée pour décrire ces hémoprotéines : non seulement les P450s
différent significativement des autres cytochromes en de nombreux points, ils sont également plus
reconnus comme des enzymes dites « hemo-thiolates » que des protéines redox (cas des cytochromes a,
b ou ¢ par exemple) en dépit du fait qu’ils possédent, un potentiel redox, bien plus bas que leurs

homologues (de -420 mV).

1.1.3.4 Diversité des réactions catalysées

Une des particularités des CYPs est leur capacité a catalyser une multitude de réaction de
monooxgénation, dont I’hydroxylation est la plus répandue. Ils réalisent également des réactions
d’époxydation, de déshydratation, d’isomérisation ou de réductions (Mansuy et Battioni, 2000 ;
Guengerich, 2001 ; Ortiz de Montellano, 2005) sur des motifs carbonés aliphatiques ou aromatiques en
transformant un atome d’oxygeéne a partir de dioxygeéne et nécessitant quelques protons et un donneur

d’électrons.
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Figure 1-5 Reéactions d’oxydation généralement catalysées par les P450s. D’aprés (Mansuy et Battioni, 2000)

1.1.3.5 Rodles multiples

Cette variété de réactions catalysées confere aux P450s un réle important aussi bien dans la
transformation de molécules endogénes qu’exogeénes. Selon les organismes dans lesquels ils sont
exprimés, les CYPs ne jouent pas le méme réle. Comme il a été déja évoqué, les P450s sont les
principales enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques. Ils participent entre autre a
I’élimination des composés exogénes comme les médicaments, les toxines ou les polluants en
complétant 1’action défensive du systéme immunitaire destiné a prendre en charge les macromolécules.
Dans certains cas, pourtant, la dégradation de certains xénobiotiques peut former des métabolites
réactifs électrophiles et devenir source de toxicité pour le P450 ou d’autres protéines cellulaires (cf.
paragraphe 1.6.2). Par ailleurs, les CYPs occupent une place importante dans la biosyntheése et la

biodégradation des composés endogenes. Chez les procaryotes, certains CYPs participent a la
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biosynthése de composés endogenes tels que les stérols ou des antibiotiques assurant la défense du
microorganisme. Chez les eucaryotes, c’est également les P450s qui assurent la synthése des stérols
nécessaires aux membranes plasmiques comme le cholestérol ou I’ergostérol, ainsi que la biosynthese
des hormones stéroidiennes, des eicosanoides, des rétinoides et de certaines vitamines (Guenguerich,

2005).

1.1.3.6 Un large spectre de substrats

Les CYPs sont en mesure de catalyser un nombre trés important et vari¢ de substrats : les CYPs
participant a des chaines de biosynthése endogenes sont généralement spécifiques a un seul substrat,
tandis que ceux impliqués dans le métabolisme de xénobiotiques montrent une tres faible spécificité de
substrat. Ces derniers sont capables de métaboliser des substrats de polarité ou taille trés variable.
L’exemple qu’on a coutume de citer pour illustrer ce phénomene est celui du CYP3A4, cytochrome
humain qui a lui seul est en mesure de métaboliser jusqu’a 50% des médicaments prescrits chez
I’homme (Rendic, 2002). Il reconnait des substrats allant du paracétamol (151 Da) pour le plus petit, a
la cyclosporine (1,2 kDa) pour la plus volumineuse. A noter qu’un substrat peut étre oxydé de
plusieurs facons différentes au sein d’'un méme P450 et que la méme activité d’oxydation d’un substrat

peut étre catalysée par plusieurs P450s.

1.1.3.7 Un corpus de connaissance croissant

Enfin, outre la diversité en génes, en formes, en réaction et en rdle, le corpus de connaissance
dans ce domaine est lui méme profond et étendu : le nombre de publications sur les P450s (ou relatives
aux P450s) ne cesse d’augmenter depuis cette derniére décennie, de fagon réguliére (voir exponentielle)
et avoisinant la barre des 1000 publications scientifiques par an (Estabrook, 1996 ; Koymans et al.,
1993). La Figure 1-6 montre justement les différents domaines de recherche et autres champs

d’application des P450s.
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Figure 1-6 Domaines de recherches du P450 et champs d'application (Adapté de Bernhardt, 1996 ; récupéré de
Lewis, 2001)

En résumé, il est facile de comprendre toute cette agitation « cérébrale » autour des CYPs, tant
leurs fonctions, leurs implications, leurs mécanismes sont importants et variés. Ils présentent non
seulement une véritable multiplicité en génes, une grande diversité en réactions catalytiques mais
montrent également des rdles variés, pouvant aller du métabolisme de xénobiotiques a la biosynthése
et biodégradation des composés endogenes. Dans cette diversité pourtant, le mécanisme sous-jacent

semble imposer une contrainte a cette superfamille : sa structure trés conservée.

1.1.4 Conséquences structurales

Etonnamment et en dépit de leur diversité, les CYPs semblent partager en commun un repliement

trés conservé. En effet, compte tenu de 1’évolution fonctionnelle des CYPs, la structure tertiaire des
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P450s telle que nous la connaissons' au travers des différents cristaux publiés dans la Protein Data

Bank (PDB) (http://www.rcsb.org) résulterait de contraintes apportées par divers éléments nécessaires

a sa fonction catalytique (cf. Tableau 1.1) : liaison au substrat, héme, oxygene et partenaire(s) redox.

Tableau 1.1 Réles structuraux de l'apoprotéine P450 (source Lewis, 2001)

Fonction du P450 Dispositifs structuraux impliqués

1. Liaison a I’héme Hélice I et L, cystéine invariante et usuellement deux résidus
basiques pour la liaison ionique avec les propionates de I’'héme

2. Liaison et activation de I'oxygene La région de I'hélice I distale a la partie héminique

3. Liaison des partenaires redox Résidus basiques pour les liaisons ioniques

4. Transfert du proton a l'oxygéne Liaisons ioniques internes établies par les résidus avoisinant I'héme
5. Liaison des différents substrats Les hélices B/, F et I et les brins B1 et B4 (Région SRS)

6. Régulation de ces activités a Peptide N-terminal de 30-40 résidus de long

I'intérieur de la membrane

SRS = Substrate recognition site (Gotoh, 1992)

Ces contraintes liées a la fonction sembleraient exercer une certaine pression conduisant a la
conservation structurale des P450s: en effet, d’un P450 a un autre, la structure des P450s est
inchangée, et ce en dépit de leurs localisations environnementales, que ce soit chez la bactérie (ou le
P450s est cytoplasmique), les mitochondries ou encore dans les systémes microsomaux (ou les P450s
sont ancrés a la membrane) (Degtyarenko et Archakov, 1993). Il existe bien entendu quelques
exceptions connues a cette conservation structurale. C’est le cas des P450s dont la fonction est quelque
peu inhabituelle, comme par exemple 1’alléne oxyde synhtase (AOS), la prostacyclin synthase (PGIS)
ou encore la thromboxane synthase (TXAS). En fait, les différentes fonctionnalités montrées par ces
enzymes peuvent tre associées a de petits changements dans la séquence (par exemple sur I’hélice I),
mais suffisamment cruciaux (cf. Tableau 1.2) a ’intérieur du centre catalytique du P450 pour entrainer

une légere modification de la structure de la protéine.

"De 16 a 18 hélices o numérotées de A a L avec quelques variations et 4 a 6 feuillets p numérotés de 1 4 6. La
structure des CYPs sera vue plus loin.
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Tableau 1.2 Comparaison de I'hélice I entre plusieurs P450s.

Type de réaction

Espéces CYP  Abréviation Séquence i
enzymatique

T Lo
Humain 3A4 Nif F I F A G Y E T T S Nifedipine N-Oxidase
Humain 5A1 TXS F L I A G Y E I I T Thromboxane synthase
Rat 5A1 TXS F L I A G H E I T T Thromboxane synthase
Souris 5A1 TXS F L I A G H E V I T Thromboxane synthase
Cochon 5A1 TXS F L I A G Y E 1 I T Thromboxane synthase
Lin 74 AOS N S W G G F K I L L  Alléne oxyde synthase
Guayule 74 AOS N T F G G V K I L F Allene oxyde synthase
Humain 19 Arom M L I A A P D T M S Estrogénesynthase
Vache 19 Arom M L I A A P D T M S Estrogenesynthase
Rat 19 Arom M L I A A P D T M S Estrogéne synthase
Souris 19 Arom M L I A A P D T M S Estrogenesynthase
Poulet 19 Arom M L I A A P D T L S Estrogenesynthase
Truite 19 Arom M VvV 1 A A P D T L S Estrogenesynthase
Levure 51 14DM V L M G G Q Q T S A Lanosterol 14a- démétylase
Rat 51 14DM L L L A G Q Q T S S Lanosterol 140- démétylase
Humain 51 14DM L L L A G Q Q T S S Lanosterol 14a-démétylase
Candida 51 14DM V. L M G G Q Q T S A Lanosterol 14« démétylase
Note :

1. La séquence habituelle de I’hélice distale est montrée par la séquence AGXET du CYP3A4 (ou x est
n’importe quel résidu

CYP5A1 ne posséde pas la thréonine distale conservée

CYP74 ne possede ni la thréonine distale conservée ni le résidu acide précédent

CYP19 posséde une proline avant I’aspartate

CYP51 ne possede pas de résidu acide avant la thréonine distale

L. Pointe les résidus normalement conservés

SANNA

Références : Nelson et al., 1996 ; Mansuy et Renaud, 1995, Tableau tiré de Lewis, 2001

En conclusion, ce qui a été un jour vu en tant qu’un simple enzyme est désormais connu pour sa
multiplicité de formes, disposant de fonctionnalités variées et d’un vaste nombre de substrats
potentiels (Porter et Coon, 1991 ; Guengerich, 1991a et b ; Stegeman et Livingstone, 1998 ; Mansuy,
1998; Nelson, 1999).
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1.2 Nomenclature, Classification et Phylogénie

Vu ’importance en nombre et I’extréme diversité des P450s exprimés dans le monde vivant, sans
méthodologie stricte, on risquerait de se perdre dans un brouillard d’informations. Ainsi, il a été
convenu de répertorier chaque P450 selon une nomenclature particuliere. Cette derniére a été
arbitrairement choisie, en fonction du degré d’identité entre chaque P450. Un autre regroupement a pu
également étre décrit, reposant cette fois-ci sur la fonctionnalité¢ des P450s, et plus précisément, la
maniére dont ces derniers regoivent les électrons nécessaires a leurs activités. On parlera alors de
classification. Bien évidemment, ces deux éléments permettent d’apporter suffisamment
d’informations pertinentes a la réalisation d’un modéle d’évolution, qui peut &tre décrit par la

phylogénie.
1.2.1 Nomenclature

Depuis 1989, une appellation systématique des P450s a été mise en place, périodiquement mise a
jour depuis (Nebert et al., 1989a et b, 1991a ; Nelson et al., 1993, 1996). Cette nomenclature utilise le
symbole CYP (ou Cyp chez la souris et la drosophile) comme abréviation pour le terme cytochrome
P450 (aussi bien ADNc, ARNm que protéine), symbole qu’on retrouve en italique (CYP) lorsqu’il fait
référence au gene. La lettre P qui est parfois trouvé apreés un geéne informe quant a lui qu’on a affaire a
un pseudogene. Il a donc été convenu que les CYPs soient classés en fonction de leur degré de
similitude dans leur séquence primaire® (séquence en acides aminés) (voir aussi le site internet de

David Nelson a I’adresse http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html) comme suit :

- Appartiennent a la méme famille (désigné par un chiffre arabe, CYP1, CYP2, ...), les CYPs
ayant un degré de similitude supérieur a 40% ;

- A la méme sous-famille (représentée par une lettre majuscule, CYP2B, CYP2C, ...), les
CYPs ayant un degré de similitude supérieur a 55%

- Enfin, les isoformes appartenant & une méme sous famille sont différenciés par un chiffre

arabe (CYP2CS8, CYP2C9,...).

2 11 existe des cas particuliers pour les CYP responsable du métabolisme des stéroides o I’ancienne
nomenclature subsiste : le nombre juste aprés CYP correspond alors au numéro de I’atome du substrat ou s’opére
la réaction de monoxygénation. C’est le cas pour le CYP 19 par exemple.
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Alors que ce systéme fut initialement mis en place de fagon arbitraire, ce choix de classification
par degré de similitude s’est révélé étre assez judicieux et approprié, compte tenu qu’il permet de
séparer les différentes familles et sous-familles de fagon satisfaisante dans la majorité des cas. Bien

évidemment, certains regroupements demeurent inexacts.

En se basant sur cette similitude entre les séquences et dans certains cas en tenant compte des
activités catalytiques, il a donc été possible de déterminer si deux génes étaient issus ou non d’une
duplication de génes phylogénétiques. En raison du nombre de familles devenu trés important, un
niveau supplémentaire de regroupement est requis. Les clans font alors leur apparition et rassemblent
les familles qui appartiennent a un méme groupe (issu d’un méme geéne ancestral) d’aprés de
nombreux arbres phylogénétiques établis auparavant (Nelson, 1999). Ces clans sont désignés par le
chiffre le plus petit des familles qu’ils regroupent ou par le chiffre de la famille majoritaire. Ainsi, le

clan 2 regroupe la famille de CYP2 de méme que les familles CYP1, 17, 18 et 21.

Outre cette classification standard, les divers CYP se distinguent aussi par deux autres critéres :
leur spécificité de substrat et la classe de molécules entrainant I’augmentation de I’expression.
Néanmoins, bien que les CYPs puissent se distinguer par leur spécificité au substrat, cette dernicre
caractéristique peut étre chevauchante comme il a été déja mentionné précédemment : un CYP peut
ainsi métaboliser plusieurs substrats et un substrat peut étre métabolisé par plusieurs CYPs. On peut
donner a titre d’exemple le cas de la morphine qui peut étre soit métabolisée par les CYP3A4 et 2C8
(Projean et al., 2003). Un apercu des CYPs et de leurs substrats est disponible sur le site Internet
http://www.edhayes.com/startp450.html.

1.2.2 Classification

Les CYPs catalysant principalement des réactions de mono-oxygénation, un apport d’électron au
substrat est donc nécessaire. Ces électrons sont fournis par le NADPH ou le NADH. Ainsi, les CYPs
ont été divisés en plusieurs grandes classes selon différents critéres, tels que la fagcon dont les électrons
sont transportés du NAD(P)H au site catalytique. A ce jour, deux nomenclatures sont utilisées pour
différencier ces CYPs : (a) une ancienne nomenclature comprenant seulement 4 classes, adoptée de
tous, et (b) une plus récente décrit par Hannemann en 2006 qui distingue 10 classes. L’intérét de cette
derniére nomenclature est discutable, mais semble étre plus rigourecuse pour départager certains
regroupements qui hébergent des cas particuliers. Néanmoins, dans ce manuscrit, ¢’est la classification

en 4 classes qui sera utilisée.
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Figure 1-7 Partenaires de transfert d'électrons des CYPs (d’aprés Paine et al., 2005). La classe I comprend les
P450s mitochondriaux (A), la majorité des P450s solubles (B) et certains systémes fusionnés, dont le CYP RhF est
un représentant (C). La classe II comprend les P450s du RE (D) et les P450s qui incluent la ferredoxine a deux
flavines comme P450BM3 (E) Fx : ferredoxine, FxR : ferredoxine réductase, CPR : CYP réductase

Dans la classification originale, on distingue deux classes majoritaires de transfert d’électrons

(Paine et al., 2005) (cf. Figure 1-7). Deux autres classes sont également rencontrées, mais beaucoup

plus rarement.

La classe I fait intervenir dans la chaine de transfert d’électrons des enzymes a centre fer-
soufre. Les électrons du NAD(P)H sont prélevés par une ferrodoxine réductase a flavine (FAD)
puis transmis a une ferrodoxine a centre fer-soufre Fe,S,. Cette ferrodoxine transfére ensuite
les électrons au P450 pour permettre la catalyse. Cette classe contient la trés grande majorité
des P450s bactériens et les P450s mitochondriaux. Il conviendrait d’ajouter a cette classe des
nouveaux systémes identifiés récemment comme le P450RhF (Roberts et al., 2002), qui est
une protéine de fusion contenant une réductase a flavine et FMN, une protéine type
ferredoxine a centre fer-soufre et le cytochrome P450.

La classe II des P450s est la plus commune chez les eucaryotes, a 1’origine de réactions
catalytiques extrémement diverses et variés. Les CYPs de cette classe sont trouvés au niveau
du RE et requiérent une NADPH-Cytochrome P450 réductase (CPR) qui contient les
groupements prosthétiques FAD et FMN. Cette derni¢re est issue d’une fusion de deux
protéines ancestrales : elle montre une partie N-terminale homologue avec une flavodoxine

bactérienne a FMN et une partie C-terminale homologue avec une ferrodoxine NADP+
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réductase a FAD et avec une NADPH-cytochrome b5 réductase. Dans le systéme microsomal
de P450s, en plus de la CPR précédemment décrite, on retrouve aussi un autre systéme qui
n’est pas spécifique des P450s, faisant intervenir un cytochrome b5. Ce dernier est en mesure
de transférer lui aussi des électrons au P450, aprés avoir regu ces électrons soit par la CPR soit
par la NADH-cytochrome b5 réductase. Dans la nomenclature a 4 classes, le P450gy;3 issu de
Bascillus megaterium et la NO-synthase apparaissent toutes deux dans cette classe, ce qui
n’est pas le cas dans la nomenclature a 10 classes.

- Le P450,,, catalyse la réduction du monoxyde d’azote NO et recoit ses électrons directement
du NADH, sans protéine intermédiaire (Takaya et al., 1999). Ce P450 est le seul représentant
de la classe IV.

- D’autres P450 catalysent des isomérisations ou des déshydratations, et ne nécessitent pas
d’apport d’électrons extérieurs ou d’oxygene moléculaire. Les substrats transformés sont
généralement riches en électrons, comme des hydroperoxydes ou des endoperoxydes. Bien
qu’aucun systéme de transfert d’électrons ne soit présent, la classe III est tout de méme défini
et comprend ces systémes. La récente P450pc1s humaine (qui est une isomérase) fait partic de

cette classe (Strushkevich et al., en attente de publication).

1.2.2.2 Classification a 10 classes

La classification précédemment décrite est la plus connue, et admise de toute la communauté
scientifique. Néanmoins, il existe des cas pour lesquels le regroupement tel qu’il a été décrit ne semble
pas des plus appropriés, notamment pour des CYPs bactériens. Ceux-ci ont amené Hannemann a
proposer une autre classification (Hannemann et al., 2006), toujours basée sur le transfert d’électrons,
mais plus adaptée pour ces cas particuliers. Les principaux changements observés, outre le nombre de
classes, est principalement la sortie de certains de ces P450s de procaryotes d’une certaine classe (des

classes I et II) pour former une nouvelle classe a eux seuls.

Le Tableau 1.3 et la Figure 1-8 qui suivent, résument et illustrent les principales caractéristiques

permettant de regrouper les P450s selon cette nouvelle classification.



Nomenclature, Classification et Phylogénie

27

Tableau 1.3 Classes des systémes P450s, classées selon la topologie des partenaires redox impliqués dans le transfert d’électrons au CYP

(d’aprés Hannermann, 2006).

Classe / Source

Chaine de transport d’électron

Localisation / Remarques

Classe 1
Bactérienne
Mitochondriale

Classe II
Bactérienne
Microsomale A
Microsomale B
Microsomale C

Classe III
Bactérienne

Classe 1V
Bactérienne

Classe V
Bactérienne

Classe VI
Bactérienne

Classe VII
Bactérienne

Classe VIII
Bactérienne, fungique

Classe IX
Seule NADH
dépendant, fungique

Classe X
Indépendant chez la
plante/mammifére

NAD(P)H > [FdR] > [Fdx]*> [P450]
NADPH > [FdR] > [Fdx] > [P450]

NADH > [CPR] > [P450]
NADPH > [CPR] > [P450]

NADH > [CPR] > [cytb5] > [P450]
NADH > [cytb5Red] > [cytb5] > [P450]

NAD(P)H > [FdR] > [Fldx] > [P450]

Pyruvate, CoA > [OFOR] > [Fdx] > [P450]

NADPH > [FdR] > [Fdx-P450]

NAD(P)H > [FdR] > [Fldx-P450]

NADH > [PFOR-P450]

NADPH > [CPR-P450]

NADH > [P450]

[P450]

Cytosolique, soluble

P450 : membrane interne des mitochondries
FdR : membrane associée

Fdx : matrice mitochondriale, soluble

Cytosolique, soluble ; Streptomyces
carbophilus

Ancrée a la membrane, ER

Ancrée a la membrane, ER

Ancrée a la membrane, ER

Cytosolique, soluble ; Citrobacter braakii
Similaire a la classe II, mais sans I’entité
CPR

Cytosolique, soluble ; Sulfolobus tokadaii
Classe des P450s thermophiles (ex CYP 119)

Cytosolique, soluble ; Methylococcus
capsulatarus

Cytosolique, soluble ; Rhodococcus
rhodochrous strain 11Y

Cytosolique, soluble ; Rhodococcus sp. strain
NCIMB 9784, Burkholderia sp., Ralstonia
metallidurans

Cas du P450RhF

Cytosolique, soluble ; Bacillus megaterium,
Fusarium oxysporum
Cas du P450gm3

Cytosolique, soluble ; Fusarium oxysporum

Seul représentant : P450nor

Liée a la membrane, ER
Anciennement la classe III

Abréviation pour les partenaires contenant les centres redox suivants : Fdx (complexe fer-sulfure) ; FdR, Ferrodoxine réductase (FAD);
CPR, cytochrome P450 réductase (FAD, FMN) ; Fldx, Flavodoxine (FMN) ; OFOR, 2-oxyacid:ferrodoxine oxydoréductase (complexe
thiamine phosphate, [4Fe-4S]) ; PFOR, phthalate-family oxygénase réductase (FMN, complexe [2Fe-2S]).

* Fdx contenant un complexe fer-sulfure de type [2Fe-2S], [3Fe-4S], [4Fe-4S], [3Fe-4S]/ [4Fe-4S]
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Figure 1-8 Organisation schématique des différents systémes de P450s. (A) Classe I, systéme bactérien ; (B)
Classe I, systtme mitochondrial ; (C) Classe II, systéme microsomal ; (D) Classe III, systéme bactérien, ex. du
P450cin ; (E) Classe IV, systéme bactérien thermophile ; (F) Classe V, systéme bactérien a [Fdx]-[P450] fusionné ;
(G) Classe VI, systéme bactérien a [Fldx]-[P450] fusionné ; (H) Classe VII, systéme bactérien a [PFOR]-[P450]
fusionné ; (I) Classe VIII, systéme bactérien a [CPR]-[P450] fusionné ; (J) Classe IX, systéme eucaryote P450nor ;
(K) Classe X, systéme eucaryote indépendant, cas du P450TxA (source Hannemann et a/., 2006)
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1.2.3 Phylogénie

Pour remonter aux origines des P450s, les chercheurs ont essayé de retracer leur évolution au
moyen de techniques phylogéniques. Cependant, la construction d’arbres phylogénétiques n’est pas
aisée pour cet enzyme car elle se base sur des matrices de distances calculées a partir d’un alignement
multiple en séquences primaires (MSA). Cet alignement dépend fortement du degré de similarité entre
séquences utilisées. En raison des divergences en séquence primaire, il est facile de comprendre qu’un
alignement multiple qui prendrait en compte tous les P450s serait difficilement réalisable. La
classification des P450s en famille et sous famille, basée sur la similitude en séquence, a rendu plus
abordable dans un premier temps, la construction d’arbres phylogénétiques ainsi que d’autres formes

d’analyses qui étudient I’évolution des relations entre génes de P450s.

Un nombre trés varié de méthodes a été utilisé pour comparer les séquences de P450s conduisant
la plupart du temps a des arbres assez proches pour un géne ancestral commun a 2 milliards d’années.
La méthode largement utilisée pour investir 1’évolution et les relations entre P450s est celle de
I’UPGMA (Unweighted Pair Group Method of Analysis) (Nelson et Strobel, 1987 ; Gotoh et Fujii-
Kuriyama, 1989 ; Nebert et al., 1991 ; Nebert et Gonzalez, 1987 ). Nebert et Nelson ont également
exploré les variations au sein des arbres phylogénétiques produits par le Neighbor Joining (NJ) et
I’'UPGMA pour 39 séquences, ou ils trouverent une légére différence entre les deux méthodes
principalement en raison des familles de CYP1 et CYP2. Toutes les méthodes d’analyse de séquences
ont montré que la forme bactérienne CYP102 (P450g\m3) du Bascillus megaterium se regroupe avec les
P450s d’eucaryotes, tandis que les autres formes de procaryotes ségrégent clairement dans des classes
différentes. Une des raisons évoquées serait liée a la similitude des partenaires redox partagés par
CYP102 et les P450s microsomaux d’eucaryotes comme il a été vu précédemment lors des

classifications a 4 formes.

Au final, un arbre simplifié¢ (cf. Figure 1-9) a été proposé ou partant d’un géne ancestral commun
(il y a 2 milliards d’années) qui se serait dupliqué. Les génes ainsi créés auraient alors divergé, faisant
apparaitre progressivement une multitude de familles, sous-familles et d’isoformes de CYP. Au cours
de I’évolution, ces génes qui se sont considérablement diversifiés, ont vraisemblablement participé a
I’adaptation des organismes aux changements de biotope. Cette diversification est corrélée au passage
d’une atmosphére originellement réductrice a une atmosphére plus oxydante sous 1’effet de la

production de dioxygéne par les organismes photosynthétiques. La pression actuelle en oxygéne a
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ainsi cri rapidement de fagon exponentielle avec le temps. Ceci serait une cause probable de la non

linéarité de 1’évolution des CYPs.
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Figure 1-9 Arbre phylogénique simplifié des cytochromes P450 (d'aprés Lewis, 2001). Les CYPs (CYP1 a 4)
qui interviennent dans le métabolisme des xénobiotiques sont annotés en rouge (ou EMX signifie Enzyme du
métabolisme des Xénobiotiques). Il est admis que ces familles CYPs ont évolué puis divergé vers le monde animal
pour permettre une adaptation et/ou une protection vis-a-vis de composés nouveaux et/ou toxiques synthétisés par
les végétaux. Les CYP11A, 11B, 17,19 et 21 interviennent dans la synthése d’hormones stéroidiennes en
catalysant des réactions d’hydroxylations.
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1.3 Occurrence, Distribution et Localisation

1.3.1 Occurrence et Distribution

Comme mentionné précédemment, les CYPs sont des enzymes ubiquitaires, largement
représentées dans tous les organismes vivants, de la bactérie aux mammiféres, en passant par la plante
et les champignons (Nerbert et al., 1989a et b), bien qu’il semble que certaines especes primitives de
bactéries en soient dépourvues. La répartition de ces CYPs au sein des différents organismes est

consultable sur le site (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html) de David Nelson, site

complet qui est tenu réguliérement a jour par ’auteur de fagon bénévole depuis plus de 10 ans. On y
retrouve donc non seulement la répartition entre organismes et les statistiques sur les P450s, mais
également tout un ensemble d’informations relatives aux P450s. Il permet ainsi a n’importe quel
utilisateur d’avoir accés aux connaissances actuellement disponibles sur les P450s telles que les bases
de données ou encore les séquences de P450s. Concernant la répartition, a la date du 7 septembre 2007,
Nelson a répertorié pas moins de 7703 séquences de CYPs provenant de 866 familles différentes qui
se répartissent entre les animaux, les plantes, les champignons, les bactéries, les protistes et les archées.
Ces données sont issues d’un comptage et d’une vérification manuelle par 1’auteur du site (cf. Tableau
1.4 et Figure 1-10). Elles mettent d’ailleurs en évidence une proportion trés élevée de CYPs chez la
plante, phénoméne qui s’explique en partie par le fait que de nombreux génomes ont été séquencés

chez la plante.

Tableau 1.4 Répartitions des CYPs dans les différents organismes vivants (source de Nelson)

Organismes Nombre de CYPs compté Nombre de familles de CYPs
Animaux 2740 109
Plantes 2675 94
Champignons 1231 309
Bactéries 813 290
Protistes 226 54
Archées 18 10
Total 7703 866

Les statistiques données ici ont été enregistrées le 7 septembre 2007.
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Figure 1-10 Répartition des séquences (a) et des familles (b) de CYPs dans les différents organismes vivants.
On remarque que les CYPs sont largement représentés dans chez la plante et I’animal. Cela est li¢ a I’effort des
investigations dans chaque organisme.

Méme si les P450s ont été caractérisés dans de nombreuses espéces telles que les oiseaux, les
poissons, les reptiles, les insectes, les mollusques, les arthropodes, les crustacés, les champignons, les
plantes et les bactéries (Schenkman et Griem, 1993 ; Pinot et al., 1999 ; Gorman et al., 1998 ; Chapple,
1998 ; Scott et al., 1998 ; Walker, 1998 ; Hallahan et al., 1993 ; Hallahan et West, 1995 ; Nelson, 1998)
(Une revue spéciale de « Comparative Biochemestry and Physiology » (Volume 121C, Nos. 1-3, 1998)
traite justement de ces P450s non mammiféres), c’est pourtant chez les mammiféres que le P450
suscitent le plus d’intérét, en particulier les formes humaines de I’enzyme (Guenguerich, 1989a et b,
1992a—d, 1994, 1995a ; Guenguerich et al., 1998, 1992 ; Rendic et DiCarlo, 1997). En conséquence,
les P450s humains ont été intensément investis et étudiés, et les systémes d’expression hétérologues
sont devenus a présent un moyen fiable d’analyse pour les interactions enzyme—substrat de P450s

isolés (Estabrook et al. 1991 ; Gonzalez et Korzerkwa, 1995).

1.3.2 Localisation

Chez les mammiféres, les P450s sont présents dans la plupart des tissus, mais ils sont
particuliérement abondants en quantité et en diversité au niveau du foie (cf. Figure 1-11). Pour 1’étre
humain, le foie est un organe trés important tant au niveau de sa corpulence physique que son role
fonctionnel. C’est le premier organe, aprés 1’intestin gréle, a étre en contact avec les xénobiotiques via
le systéme porte hépatique. Il représente en effet a lui seul 1/50° du poids total du corps humain. Il se
compose pour 70% de cellules parenchymateuse ou hépatocytes et pour 30% de cellules diverses dont
les cellules de Ito, les cellules composant les canicules biliaires et les cellules de Kiipffer. Ses
fonctions sont nombreuses et variées : fondamentalement, le foie est impliqué dans la sécrétion et
I’évacuation de la bile par les canalicules biliaires, mais du fait qu’il soit extrémement vascularisé et

qu’il soit situé a I’interface de 1’appareil digestif et I’appareil circulatoire, il joue également un role
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dans la distribution de nombreux métabolites issus de la nutrition. En outre, le foie est capable
d’assurer un grand nombre de fonctions métaboliques comme la synthése des protéines plasmatiques,
des lipides (dont le cholestérol), de ’urée et le stockage et la libération du glucose dans le sang, la
production de substrats a haut potentiel énergétique, mais aussi le stockage de nombreuses vitamines.

Enfin, il joue un rdle central au cours du processus de détoxication.

142 18%

2E1 9%

LA 246 6%

206 2%
2B6 1%

344 39%

Figure 1-11 Répartition des CYPs dans le foie Humain (d'aprés Guenguerich, 2005)

Ces deux derniéres (fonctions de synthése et de détoxication par le foie) ne sont en fait que le
reflet macroscopique des acteurs principaux de 1’échelle microscopique : les CYPs. Les CYPs sont
donc en nombre abondant dans le foie, et plus précisément localisés dans les membranes du réticulum
endoplasmique (RE) des hépatocytes (Ruckpaul et Rein, 1984 ; Stier, 1976). Le RE est en effet une
structure lipidique particuliére, trés favorable aux échanges, et disposant d’une surface étonnamment
large (comprenant 7 a 11 m?/g du poids du foie) comparé a son volume, ce qui fait de lui la structure
idéale pour héberger les enzymes de Phase I comme les P450s (Lewis et Pratt, 1998 ; Gibson et Skett,
1994). Sachant que 12 a 15% du RE est composé de cytochromes P450, on peut estimer
approximativement que les P450s comptent pour un peu moins d’1% du poids total d’un hépatocyte

(Ruckpaul et Rein, 1984).
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Figure 1-12 Localisation dans le réticulum endoplasmique lisse (source Nebert, 1987). Six a huit P450s se
regroupe autour d’une réductase qui leur apporte les électrons nécessaires au métabolisme des substrats.

Au sein de la membrane du RE, des études steechiométrique (Finch et Stier, 1991 ; Schwarz, 1991)
ont suggéré que les P450s se regrouperaient par 6 ou par huit autour d’une réductase, un partenaire
fournisseur en électrons. Ces unités hexameériques (ou octameériques) subissent alors une diffusion
transversale a l’intérieur de cette membrane phospholipidique du RE, elle-méme sujette a une
diffusion latérale au moyen du « flip-flop ». Par conséquent, les substrats relativement lipophiles se

retrouvent alors facilement acheminés vers le centre réactionnel des P450s afin d’y étre métabolisés.

Bien que majoritairement concentrés au niveau du foie, les P450s sont ¢galement exprimés dans
d’autres organes et tissus (cf. Tableau 1.5) tels que le rein, les seins, la prostate (Williams et al., 2000a)
la peau, 1’épithélium nasal, le placenta, le cerveau, le poumon, la rate, le pancréas et la région
gastro-intestinale (Waterman, 1992 ; Schenkmann et Griem, 1993 ; Hellmold et al., 1998 ; Hakkola et
al., 1998, 1996). Toutefois, méme si les P450s sont identifiés dans ces autres organes, ils demeurent en
concentration faible et leur participation dans les biotransformations des xénobiotiques n’est pas bien
définie. Certains CYP (CYP11A et CYP11B) sont également présents du c6té du feuillet externe de la
membrane nucléaire et dans la membrane interne des mitochondries (Montoliu et al., 1995). Ces
isoformes sont relativement peu impliquées dans la biotransformation des xénobiotiques mais elles
jouent un rdéle important dans le métabolisme des composés endogénes comme les stéroides, le

cholestérol, la vitamine D3, et les acides biliaires.
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Tableau 1.5 Expression tissulaire et cellulaire des CYPs

Tissus Types cellulaires
Foie Hépatocytes (surtout centrobulaires)
Cellules de Kupffer
Intestin Entérocytes
Poumon Cellules de Clara
Pneumocytes II
Cellules endothéliales
Rein Cellules tubulaires proximales
Cerveau Cellules endothéliales cérébrales
Cellules du plexus choroides
Peau Kératocytes
Autres :

Muqueuse Buccale

Cellules épithéliales

Ceeur Myocytes

Pancréas Cellules pancréatiques
Sang Leucocytes

Ovaire Cellules Lutéiniques
Testicule Cellules de Leydig

En raison de leur diversité, tant au niveau de leur localisation, de leur sélectivité et réactivités vis-
a-vis des substrats dans des espéces différentes (Guengerich, 1997), on comprend mieux pourquoi il
est relativement difficile d’étudier cette superfamille. Parfois, au sein méme des mammiferes, des
différences de comportements, d’inductibilités et de sélectivités sont observées (Lewis et al., 1998a ;
Soucek et Gut, 1992 ; Nedelcheva et Gut, 1994 ; Smith, 1991 ; Guenguerich, 1997). En conséquence,
il peut étre parfois trés difficile d’extrapoler des résultats obtenus a partir d’expériences menées sur
des rongeurs de laboratoire, par exemple, sur les résultats attendus de métabolisme de composé chez
I’Homme (Lewis et al., 1998a). On sait par ailleurs qu’il existe chez les mammiféres une différence
sexuelle de P450s (Schenkman et al., 1967) et que les niveaux de P450s chez les individus varient en
fonction de leur régime alimentaire (Ioannides, 1999 ; Parke et loannides, 1994). 11 existe enfin une
variation de facteurs cellulaires contrélant 1’expression de ces P450s dans les tissus, qui conduit a une
altération du niveau de ces enzymes dans les différents tissus (Wolff et Strecker, 1992). Chez I’homme,
cette variation se retrouve au niveau hépatique, en raison des différences génétiques liées aux groupes
ethnographiques et des changements phénotypiques (Price-Evans, 1993 ; Bachmann, 1996), dont
certains ont été associés a la susceptibilité au cancer (Crespi et al., 1991 ; Nebert et al., 1996 ; Crofts

etal, 1993 ; Pugaet al., 1997).
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1.4 Unrepliement trés conservé

1.4.1 De la bactérie aux mammiféres : les premieres  structures X

La grande diversité des CYPs, tant au point de vue de sa composition en acides aminés, de ses
formes dans les différents organismes, que des différents substrats qu’ils sont en mesure de prendre en
charge, a été largement soulignée tout au long des précédents paragraphes. En dépit de cette diversité
importante et contre toute attente, tous les CYPs partagent une structure tertiaire, un repliement,
extrémement conservé, de la bactérie, aux mammiféres. Ce phénoméne est d’autant plus remarquable
que les CYPs bactériennes et les CYPs des eucaryotes présentent une différence majeure liée a leur
localisation : a 1’opposé de son homologue bactérien qui est cytoplasmique, les CYPs des eucaryotes
sont membranaires, ancrés a la membrane au moyen d’une courte séquence hydrophobe

transmembranaire de 20 a 30 acides aminés en N-terminale de la protéine.

C’est d’ailleurs en raison de leur solubilité que les premiéres structures de CYP a avoir été
publiées furent celles de bactéries. Celles d’eucaryotes sont en effet nettement plus difficiles a purifier
et a stabiliser au cours de leur extraction, les rendant moins favorable a une expérience de
cristallographie. Or, jusqu’a présent, les expériences de cristallographie par rayon X (RX)
produisent les modeles les plus fiables pour décrire la conformation tridimensionnelle de protéine — en
raison de leur taille trop importante, il n’est pas possible d’appliquer la méthode de résonance
magnétique nucléaire (ou RMN) sur les CYPs — dans un état solide (ces deux techniques seront
décrites en annexes). Ce qu’il faut retenir concernant la cristallographie, c’est que le cristal X d’une
structure n’est qu’un « instantané » (en anglais on utilisera le terme de « snapshot ») moléculaire de la
protéine. Elle correspond & un «cliché photographique » d’une situation dynamique du
fonctionnement de la protéine (ou par exemple un ligand se lie & I’enzyme, ou au cours de processus
de métabolisation...). Méme si un cristal donne beaucoup d’informations sur le repliement d’une
protéine, il ne tient pas en compte la protéine dans son vrai milieu et dans son fonctionnement habituel.
De plus, les contraintes de préparations pour une cristallographie sont nombreuses et il n’est pas
possible a ce jour de cristalliser une membrane lipidique ou un élément ancré dans une membrane

lipidique.

Ainsi, il y a encore moins d’une dizaine d’années, aucune structure de mammifeére n’était publiée :
toutes les études et les hypothéses sur la structure et sur la fonction des P450s de mammifére

reposaient alors sur des structures connues de P450s bactériennes (ou micro-organismes). Jusqu’au
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début des années 90, le seul cristal de P450 disponible est celui du P450cam (CYP101) provenant de
Pseudomonas putida (Poulos et al., 1985). Cette structure haute résolution est restée longtemps un
paradigme pour ’étude de la relation structure-fonction de P450 pendant plusieurs années, jusqu’a
I’obtention d’autres structures de P450s solubles, dont les principales sont répertoriées dans le Tableau
1.6. Parmi elles, les quatre premiéres structures qui ont vu le jour aprés P450.,,, sont le P450gy;
(CYP102), le P450,, (CYP108), le P450.yr (CYP107) et le P450,, (CYP55). Ce n’est qu’au cours de
ces 7 derniéres années qu’on assiste a un progres considérable dans la résolution de structure de CYPs
de mammiféres avec en 2000 le premier cristal de CYP2C5 un P450 de lapin (Williams et al., 2000c¢).
Celle-ci a été rendue possible au moyen de procédés particuliers qui ont consisté en la protection de la
partic C-terminale du P450 par un tag d’histidine et le remplacement de I’ancre hydrophobe
N-terminale par une chaine hydrophile (une séquence MAKKTSSKGR dans le cas du CYP2C9
(Williams, 2003)) pour rendre les enzymes plus solubles. Il est généralement accepté que ces
changements opérés sur les CYPs de mammiféres n’affectent en rien, ni leur repliement, ni leurs
fonctions dans la mesure ou ils ne changent pas les paramétres d’activité ou de cinétique de 1’enzyme
(Cosme et Johnson, 2000 ; von Wachenfeldt et al., 1997 ; Pernecky et al., 1993). A partir du moment
ou I’on a compris comment cristalliser des structures de mammifgere, d’autres P450s de mammifére ont

été résolus, tous en majorité de la famille 2, excepté les CYP3A4, CYP 8A1 et CYP1A2.

Entre la premiére structure de P450 soluble publiée en 1985 (Poulos et al., 1985) et la structure du
CYP2D6 humain résolue fin 2005 (Rowland et al., 2005) environs 140 structures tridimensionnelles
résolues par cristallographie ont été déposées a la PDB. A ce jour, on peut en répertorier environs 160,
bien d’autres sont déposées sur la PDB et attendent d’étre publiées. Les progrés technologiques et les
moyens mis en ceuvre pour I’étude de cette superfamille sont tels qu’on s’attend en moyenne a avoir
une a deux structures X par mois. La Figure 1-13 et la Figure 1-14 qui correspondent aux statistiques
de dépot des structures de P450s sur la PDB illustrent justement ce phénomeéne. A noter que sur les
150 structures qu’on répertorie a ce jour, on peut identifier 29 formes différentes comprenant 19 P450s

solubles (dont 1 fongique) et 10 P450s microsomaux de mammiféres (dont 8 humaines).
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Tableau 1.6 Principales structures tridimensionnelles des P450s déposées 4 la PDB

CYP Organisme Entrées PDB Res (A) Références (de la 1lere entrée)
Microorganismes

?I:4P5%)Z:q) Pseudomonas putida ggnitl'zlg:;gres 1,63 (Poulos et al., 1987)

?J 4P552Mz3) Bacillus megaterium ﬁénsttrzu; Sges 2,00 (Ravicahndran et al., 1993)
P450rerp Pseudomas sp. 1CPT 2,30 (Hasemann et al., 1994)
(CPY4P5]623F) Saccharopolyspora erythrea ?()S)t(I’ALICtUI’eS dont 2,35 (Cupp-Vickery et Poulos., 1995)
CRhl  fumumogsoum LSS 200 (arketal, 1997

CYP 119 Sulfobus solfactaricus ?Fif_;uctures dont 1,93 (Yano et al., 2000)

CYP 51 Myobacterium tuberculosis fEsgt;(uctures dont 2,10 (Podust et al., 2001)
P4500x8 Amycolatopsis orientalis ?LsFtlzuctures dont 1,70 (Zerb et al., 2002)
P450¢gp0k Polyangium cellulosum fégrEuctures dont 2,65 (Nagano et al., 2003)

CYP 121 Myobacterium tuberculosis ?'\T‘ttlg)uctures dont 1,06 (Leys et al., 2003)
P4500x,c Amycolatopsis orientalis 1UED 1,90 (Pylypenko et al., 2003)
CYP 152A1 Bacillus subtilis 11Z0 2,10 (Lee et al., 2003)

CYP 175A1 Thermus thermophilus ?l\]s;;uctures dont 1,80 (Yano et al., 2003)

CYP 154C1 Streptomyces coelicolor 1GWI 1,92 (Podust et al., 2003)

CYP 154A1 Streptomyces coelicolor 10DO 1,85 (Podust et al., 2004)

P4504 Sulfobus tokodaii IUE8 3,00 (Oku et al., 2004)

CYP 158A2 ig(ezp)tomyces coelicolor ?Ssﬂ':uctures dont 1,50 (Zhao et al., 2005)
P450pkic Srteptomyces venezuelae gés;;ictures dont 1,75 (Sherman et al., 2006)
CYP 199A2 g’zgiﬁze”domonas 2FR7 2,01 (Xuetal., en attente)
Mammiferes

CYP 2C5 Oryctolagus cuniculus fs_f_%uctures dont 3,00 (Williams et al., 2000)
CYP 2C9 Homo sapiens i’osggd”res dont 555  (williams et al., 2003)
CYP 2C8 Homo sapiens 1PQ2 2,70 (Schoch et al., 2004)

CYP 2B4 Oyctolagus cuniculus fsslglgctures dont 1,90 (Scott et al., 2004)

CYP 3A4 Homo sapiens fTsctzrl\‘fCt”res dont 505  (Yano et al., 2004)

CYP 26 Homo sapiens fzsz“Ct”res dont 190 (Yano et al., 2005)

CYP 2D6 Homo sapiens 2F9Q 3,00 (Rowland et al., 2006)
CYP 8A1 Homo sapiens 2IAG 2,15 (Chiang et al., 2006)

CYP 2R1 Homo sapiens 201D 2,70 (Strushkevich et al., en attente)
CYP 1A2 Homo sapiens 2HI4 1.95 (Sansen et al., en attente)
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Figure 1-13 Statistiques sur le nombre de structures de P450s publiées dans la PDB. La partie de
I’histogramme en jaune représente le nombre de structures bactériennes de P450s publi¢es dans la PDB, en rouge
le nombre de structures de mammiféres. La premiére structure de 1985 du P450cam par 1’équipe de Poulos n’est
plus disponible (PDB 1CPP). Les structures de mammiféres commencent & apparaitre en nombre depuis 2000,
bien que généralement, ce sont les structures solubles qui soient les plus publiées.

Nombre de
structures

180
160
140
120
100
&0
&0
40

20

-~ oo [y} = — [t ] ol b ol L [n] - oo 0 = — [t} o -+ L [u] -

o o o [=a) (=0} (=0} (=0} (=0} o (=] (=] (=] (=] [ [ [ [ [ [ [ [

(=] [=a] [=a] [=a] (2] (2] (2] (2] (=] [=3] (=2} (=2} (=] [ [ [ [ [ [ [ [

— — — — — — — — — Ll — — — [ ] [ ] [ ] (8 ] (8t ] [a¥ ] (8t ] [a¥ ]
Année

Figure 1-14 Effectif cumulé des structures de P450s publiées depuis 1987. Le nombre de templates est
également montré, en jaune pour les bactériens et en rouge pour les microsomaux.
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1.4.2 Un repliement général pour tous

En dépit des disparités évoquées précédemment, un nombre suffisant de structures a été résolu
pour confirmer que le repliement général et la topographie des P450s sont globalement identiques pour
tous les P450s, solubles ou membranaires, quelle que soit leur classe d’appartenance (cf. Figure 1-15).
Nombreux sont les articles ou cette conservation structurale soulignée par comparaison des structures
entre elles avec le dernier en date, celui de M. Otyepka (Oteypka et al., 2006) qui fait un inventaire
des différences et conservations entre les structures des P450s de mammiféres. Ce repliement est de
facon surprenante spécifique au P450s : a ce jour, il n’existe aucune autre protéine non-P450 publiée
qui partage cette structure. Les structures ont une forme de prisme triangulaire dont la hauteur mesure
environ 65 A et la base 35 A. Les éléments de structures secondaires suivent une nomenclature établie
sur le P450.,, et donnée par Poulos en 1985 (Poulos et al., 1985). Cette nomenclature s’est vue bien
entendu modifiée Iégérement au fur et a mesure de la découverte de nouvelles structures secondaires
d’autres P450s. Un schéma topographique du P450gy; est représenté en Figure 1-16. Les hélices a
sont identifiées par des lettres majuscules (auxquels des « © » ou « *’ » viennent s’ajouter) tandis que
les feuillets B sont désignés par des chiffres de 1 a 5. Sur cette figure, deux régions dans les structures
se distinguent : une région riche en hélices a, bien structurée a droite et une seconde région constituée
principalement de feuillets B et de boucles, donc plus flexible, a gauche et en haut. L’héme situé¢ au
centre de la molécule et de cette vue, semble assez accessible de la surface. Dans la région riche en
hélices a, la longue hélice 1 de 32 résidus environ traverse la molécule de part et d’autres de la
molécule. Au centre de cette hélice I, pres du fer de ’héme, se trouve une thréonine (en position 252
dans la numérotation du P450.,,,) impliquée dans I’activation de I’oxygéne moléculaire. Le role de la
thréonine sera décrit dans les paragraphes a venir. Enfin, cette longue hélice I se retrouve dans toutes

les P450s et sert souvent d’ancrage lors d’alignement structural.

Les régions structurales les plus conservées dans toutes les structures sont celles qui participent a
la chimie d’activation de 1’oxygéne par le complexe héme-thiolate (Figure 1-16). La premiére d’entre
elles, contient une partie de I’hélice L et la cystéine proximale. Afin d’assurer une stabilisation du
ligand cystéinate, une structuration particuliére de la boucle contenant la cystéine (Cys-pocket) est
observée dans toutes les structures. La seconde région relativement bien conservée est située du coté

distal de I’héme et fait partie de I’hélice I.
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CYP 2C5 CYP 3A4

Figure 1-15 Exemples représentatifs de structures tridimensionnelles illustrant le repliement similaire des
P450s (images générées avec Pymol avec les structures PDB : 1PHA, 2HPD, INR6 et 1TQN). Les hélices sont
représentées en rubans rouges, les feuillets en fléches jaunes et I’héme en représentation sphérique bleue. Les
petites fleches noires délimitent 1’hélice I qui a servi pour aligner les structures dans la présente image. Cette
hélice I est présente sur toutes les structures de P450. Elle parcourt la molécule de part et d’autres, ici de haut en
bas et de droite vers la gauche. Les 4 structures adoptent une forme relativement conservée, en dépit de quelques
différences. La structure du CYP3A4 (1TQN) présente une délétion de quelques résidus dans sa séquence,
correspondant a une région qui ne diffracte pas aux RX.
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Les parties les plus variables dans les structures quant elles, correspondent a celles qui forment la
cavité distale au dessus de I’héme, comprenant le site actif et les canaux potentiels d’accés des
substrats comme les hélices B’, F, G, et la boucle F-G (ou les hélices F’ et G © chez les P450s

membranaires).

B-Domain
B1 /

a—-Domain

f-Domain

5
i

a-Domain *

Figure 1-16 (A) Topologie et éléments de structures secondaires du cytochrome P450BM3 reproduit de la p.
157 de Cytochrome P450 (P.R. Ortiz de Montellano, ed.) d’aprés Graham et Peterson, 1995). Les hélices sont
représentées par des barres noires dont la longueur est approximativement proportionnelle a la longueur de I’hélice.
Les brins B des feuillets sont représentés par des fleches. L’héme est représenté par un carré en N-terminal de
I’hélice L. Avec quelques changements mineurs, cette topographie peut étre généralisée a tous les CYPs ; (B)
structure 3D du P450BM3 (PDB 2HPD). En raison de I’angle de vue, certaines hélices et certains feuillets n’ont
pas pu étre annotés. Les hélices a sont annotées en lettre majuscule de A a L et les feuillets B désignés par les
chiffres 1 a 5. Sur les deux figures, on observe la présence de deux régions: une riche en feuillets , annotée [3-
domain et I’autre riche en hélices a, annotée a-domain.

1.4.2.1 Le site actif de fixation des substrats

Le site actif est constitué¢ dans la majeur partie du temps d’une cavité hydrophobe, généralement
bordée par les hélices B’, F, G et I, la boucle C-terminale et la boucle située apres 1’hélice K. Les
CYPs membranaires se différencient de leurs homologues bactériens par la structuration en une ou
deux hélices de la boucle F-G. Ces hélices, notées F* et G°, forment le toit du site actif, comme pour la
boucle F-G chez les CYPs cytosolubles. De maniére générale, les éléments structuraux bordant le site
actif des P450s solubles et membranaires sont les mémes. Néanmoins, 1’arrangement spatial de ces
hélices ou boucles est différent, mis a part le positionnement de 1’hélice I comme le montre la Figure

1-17.
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(A)

Figure 1-17 Comparaison de structures secondaires bordant les cavités du P450cam (vert) et CYP 2C8 (bleu),
en vue de dessus (A) et en vu de profil (B) par rapport a I’héme. Les hélices sont représentées en ruban tandis que
I’héme, en rouge est représenté en batonnet. Alors que les hélices I coincident & peu prés, on observe un
positionnement différent pour les hélices F’, F, G, G’ et B’

En se basant sur la structure tridimensionnelle du P450.,,, ainsi que sur les alignements de
séquences des CYPs membranaires de la famille 2 sur celle du CYP 101A (P450..,) et des
informations prédictives de structures secondaires sur les CYP2, O. Gotoh a prédit la position de six
régions d’interaction possibles entre le substrat et 1’apoprotéine (Gotoh, 1992) (cf. Figure 1-18).
Désignés sous le terme de SRS (pour « Substrate Recognition Site »), ces zones sont réparties tout au
long de la séquence des P450s, recouvrant environ 16% des résidus totaux de la protéine. Ces SRSs
correspondent a des zones fortement variables en termes de séquence et ont été repérées grace a
I’observation de substitutions non « synonymes » par ’auteur. Toutes les mutations reportées ou les
fragments chimériques ayant significativement affecté les spécificités de reconnaissance du substrat

aux enzymes CYP2 parentaux tombent ou chevauchent I’une de ces six régions.

La reconnaissance d’une grande variété de substrats par les P450s pourrait donc étre expliquée par
le positionnement différent des éléments structuraux bordant le site actif, mais également par la

variabilité des séquences au sein des zones en interaction avec les substrats.
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A
1 Rat  2A1  MLD--TGLLLVVILASLSVMLLVSL WQQ-KIRGRLPPGPTP| PFIGNYLQLNTKDVYS$ITQLSERYG
1 Souris 2A5  MLT---SGLLLVAAVAFLSVLVLMSV WKQRKLSGKLPPGPTPLPFIGNFLQLNTEQMYNSLMKISQRYG
1 Rat  2B2 MEP—-S—ILLLLALLVGFLLLLY RGHPKSRGNFPPGPRPLPLLGNLLQLDRGGLLNSFMQLREKYG
1 Humain  2F1  MDS--I--STAILLLLLALVCLLL TLSSRDKGKLPPGPRALSILGNLLLLCSQDMLT$LTKLSKEYG
1 Rat 261 -—-LCLSCLLILIA WKRTSRGGKLPPGPTPIPFLGNLLQVRIDATFQSFLKLQKKYG
1 Lapin  2C3 IILGICLSCVVLLSL WKKTHGKGKLPPGPTPLPVVGNLLQLETKDINHSLSMLAKEYG
1 Lapin  2C4 MDP---V----AGLVLGLCCLLLLSL WKQNSGRGKLPPGPTPFPIIGNILQIDVKDISKS| TKFSERYG
1 Chien  2C21  MXX---X--XXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXKLPPGPTPLPIIGNILQINTKNVSKSLISKLAENYG
1 Rat 2Dl  MAV--LGIT-IALLVWVATLLVISI WKKIYNSWNLPPGPFHLPILGNIFQLDLKDIPKSFTKLAKRFG
1 Rat  2E1 MELLNGTGLWSMAIFTVIFILLVDLM HRRHRWTSRYPPGPVPWPVLGNLLQVDLSNMPYSLYKLQHRYG
1 P.putida 101A1  MTT------ETIQSNANLAPLPPHV PEHLVFDFDMYNPSNL

1 B B’ o SRS-1 _ [ D

72 PYFTIHLGPRRVVVL]'GYDAVKEALVPQAEEFSGRGEQATYNTFKGYGVAFSS GERAKQLRRLSIATLRDFGVEKRGVEERILEE
76 PYFTIYLGPRRIVVLJGQEAVKEALVIQAEEFSGRGHQATFDW-FKGYGVAFSSGERAKQLRRFSIATLRDFGVHKRGIEERIQEE
70 DYFTVHLGPRPVVM| CGTDTIKEALVIGQAEDFSGRGTIAVIEP—FKEYGVIFAN-GERWKALRRFSLATMRDFGNGKRSVEERIQEE
73 SMYTVHLGPRRVVV] SGYQAVKEALY/DQGEEFSGREDYPAFFNKENGIAFSS-GDRWKVLRQFSIQILRNFGMGKRSIEERILEE
63 SYFTVYFGPRPVVILEGHEAVKEALVPQADDFSGRGEMPTLEKFQIYGLALSN{GERWKILRRFSLTVLRNFGMGKRSIEERIQEE
71 SIFTLYFGMKPAVVLYGYEGVIEALIDRGEEF$GRGIAPVFDR--TKGLGIVFSS-GEKWKETRRFSLTVLRNLGMKKTIEERIQEE
71 PYFTVYLGMKPTVVIHGYKAVKEALDLGEEFAGRGHFPIAEK-NKGLGIVFTN-ANTWKEMRRFSLMTLRNFGNIGKRSIEDRVQEE
72 PYFTVYFGMKPTWVIYGYEAVKEALIPRSEEESGRGHFPLLDW-IG| GIVFSN-QEKWKQTRRFSLTVLRNMGMGKKTVEDRIQEE
72 PYFTLHLGSRRIVVLHGYKAVKEVLLNHKNERSGRGDIPVFQ----EKNKGIIFNN-GP TWKDVRRFSLSILRDWGM{EKQGNEARIQRE
76 DYFSLQKGWKPMVIVNRLKAVQEVLYTHGEBTADRRPVPIFKCIRREQGVILASYIGPEWREQRRFSVSTLRTFGMGKKSLEEWVTKE
65 DLVWTRCNGGHWIATRG-Q-LIREAY EDYRHIFSSECRFIPREA---BAYDFIPTSMDPPEQRQFRALANQVV-GMP\YDK-LENRIQEL

5 E F SRS:- 2 SRS- 3
158 AGYLIKMLQGT|ICGAPIDRTIYLSKTVSNVISSIVFGH RFDYEDTEElLtQMM QMNRFAASPTGQLYDMFHSVMKYLPGPQQQIIKVTQ
162 AGFLIDSFRKTNGAFIDPTFYLSRTVSNVISSIVFGDRFOYEDKEBL{ RMML. GSFQFTATSMGQLYEMFSSVMKHUPGPQQQAFKELQ
156 AQCLVEELRK$QGAPLOPTFLFQCITANIICSIVFGERFIDYTDRQRLLELFYRTRFSLLSSFSSQVFEFFSGFLKYFP é\HRQISKNLQ
159 GSFLLAELRKTEGEPHD 3TFVLSRSVSNIICSVLFGSRFDYDDEF!'I.I‘?LIND FQIMSSPWGELYDIFPSLLDWVPGPHQRIFQNFK
149 AGYLLEELHKMKGAPIDRTFYLSRTVSNVICSVVFGKRADYEDQBHRKMINESFVEMSMPWAQLYDMYWGVIQYFPGRHNRLYNLIE
157 ALCLIQALRKTNA$PCDRTFLLFCVPCNVICSVIFQNRFIDYDDE YFHENRELLGTPWIQLYNIFP-ILHYLPGS RQLFKNID
157 ARCLVEELRKTNALPEDPTFILGCAPCNVICSVILHNRFDYKDE ERLINENIRILSSPWLQVYNNFPALLDYFPGIHKTLLKNAD
158 ALYLVEALKKTNASPODPTFLLGCAPCNVICSIIFQNRFEYDDKDHLLEYFHEN LISSTSWIQLYNAFPLLIHYLPGSHHVLFKNIA
157 AQFLVEELKKTKGQPKFDPTFLIGCAPCNVIADILFNKRF )YNDKPRIWSLF ENFYLLSTPWIQLYNNFADYLRYLPGSHRKIMKNVS
166 AGHLCDAFTAQAGQYINPKAMLNKALCNVIASLIFARRFEYEDPRMVKLVI EQLTEVSGFIPEVLNTFPALLR—IPGLADKVFQGQK
148 ACSLIESLRPQ{-GRCNFTEDYAEPFPIRIFMLLAGH-PEEDIPHLKYLTDOQM[TR-PDGS-------====nnnmmmmeen MTFAEAK_II
G H 2 SRS- 4 | J
248 KLEDFMIEKVRQNHSJTLDH-NSPRNFIDSFJIRMQEEK-NGNSERRMLVMT TLSLFFAGSETVSSTLRYGFLLI
252 GLEDFITKKVEHNQRYLDP-NSPRDFIDSFLIRMLEEKKNPNTEFMNLVLTTLNLFFAGTETVSTITLRYGFLLL
246 EILDYIGHIVEKHRATUDP-$APRDFIDTYLLRMEKEKSNHHT EFHI*NLMISLLSLFFAGTETGST’I’LRYGFLL
249 CL*DLIAHSVHDHQASLDF-RSPRDFIQCF TKMAEEKEDPLSHBFHNLMTTHNLLFGGTKTVSTTLHHAFLAL
239 ELKDFIASRVKINEASFDP-ENPRDFIDCFLIKMYQDKSDPHS| EFK’NLVLTTLNLFFAGTETVSSTLRYGFLLL
246 GQ:IKFILEKVQEHQES LDS{NNPRDFVDHFIIKMEKEKHKKQ SEENHITTIWDVFSAGTDTTSMTLKFALLLLL
247 YTKNFIMEKVKEHQK| LDV-NNPRDFIDCFYIKMEKEN---NLEFTIGSLVIAVFDLFGAGTETTSTITLRYSLLLLI
248 NQFKFISEKIKEHEES| NF-ENPRDFIDYFLI IEKEKHNKQSE:TIV‘NLIITIWDVFSAGTETTST'I'LRYGLLVLL
247 EIKQYTLEKAKEHLQ$LDI-NCARDVTDCLLIEMEKEKHSQEH M\ENWSVTLADLFFAGTETTS"'TLRYGLLILI‘
255 TFMALLDNLLAENRTTWD AQPPRNLTDA=LAEVEKAKGNFESE?HNIZMVWDLFTAGMVTTATTLTWALLL
212 ALYDYLIPIIEQRRQ---}-KPGTDAISIVANG-Q----VNGRPITS DEAKRMCGLLLVGGLDTV\},NFLSFSMEF
K SRS. 4 3
336 EQVIGRNRQPQYEDHMKMPYTQAVINEIORFBENLAPLGIPRRIKNRGFFIPHATDVFPILGSLMTDPKFFPSPKDFDPQNFLDDKG
341 DRVIGRNRQPKYEDRMKMPYTEAVIHEIQRFADMIPMGLARRYRKRDFLIPHGTEVFPNILGSVLKDPKFFSNPKDFNPKHFLDDKG
335 DQVIGSHRPPSLDDRTK PYTDAVIHEIQRFADLAPIGL}jI RVTKIFRGYLLPKNTEVYP|LSSALHDPQYFDHPDTFNPEHFLDADG
338 DLVVGRARLPALKDRAA PYTDAVIHEVQ RFADIPMNLPHRV[IRERGFLIPKGTDVITLUNTVHYDPSQFLTPQEFNPEHFLDANQ

328 NQVIGTHRTPRVDDRAKI PYTDAVIHEIQRLTDIVPLGVF—:’ NVIRIFRGYF|PKGTDVYPLIGSVLKDPKYFRYPEAFYPQHFLDEQG

335 EHVIGRHRSPCMQDRTRMPYTDAVMHEIQRYVDLVPTSLPHAEFDX Y LIPKIGTDIPSL[TSVLYDDKEFPNPEKFDPGHFLDESG

333 ERVIGRHRSPCMQDRSH PYTDAVIHEId RFIDLLPTNLPHAVTRERNYFIPKIGTDITSL'SVLHDEKAFPNPKVFDPGHFLDESG

337 HRVVGRHRSPCMQDRSEMPYTDAVVHEI QRYIDLVPNI\'I PHYWKFREN LIPKGTTILTSLITSVLHDEKGFPNPDQFDPGHFLDENG

336 DRVIGPSRVPAVRDRLD PYMDAVVHEIQ RFINLVPSNUPHEATRIGYV|PHGTVVIPTLDSLLYDSHEFPDPEKFKPEHFLNENG

345 DEVIGQVRCPEMTDQAH PYTNAVIHEVQRFGDIAPLNI:. RITEEDPDFV|PKGTTLIINLESVLKDETVWEKPHRFHPEHFLDAQG

292 E----m-mmmmmeeeee] RIPAACEELLRRESLV--ADGRII| EFHGVOQLK LSGL-DERENACPMHVDFSR
6 L 5 SRS- 6

426 QLKKNAAFLAFSTGKRFOLGDGLAKMELFLLLTTILQNFRFKFPERINESPKPLGFTRIIPKY--TMSFMPI---- 492

431 QFKKNDAFVRFSIGKRYCFGEGLARMELFLFLTNIMQNAHFKS TQIARVSPRLVGFATIPPT|Y--TMSFLSR---- 494

425 TLKKSEAFMAFSTGKRICLGEGIARNELFLFFTTILQNFS SSHLKBIDL:TPKESGIAI{IPPT --QICFSAR---- 491

428 SFKKSPAFMRFSAGRRLELGESLARMELFLYLTAILQSFELQPLEBMLTPLSSGLGNLPRRF--QLCLRPR---- 491

418 RFKKNDAFVAFSSGKRICVGEALARMELFLYFTSILQRF SLRSLWEPDI}I\HKISGFGI\IIPPT --ELCFMAR---- 484

425 NFKKSDYFMPFSAGKRACVGEGLARMELFLLLTTILQHATLKPLKD®RTPVENGFUSVPPEY--ELCFVPV---- 489

423 NFKKSDYFMPFSAGKRMEVGEGLARMELFLFLTSIJQNFKLQSKZERITAVVNGFVSVPP$Y--QLCFIPI---- 487

427 SFKKSDYFMAFSAGKRV VGEGLARMELFLLLTNILQHFTLKPLK(IDID'I:TPIANGLGATPPS --KLCFVPV---- 484

426 KFKYSDYFKAFSAGKRV(GVGEGLARMELFLLLSAILQHANLKSLKD®USPVTVGFGSIPPQF--KLCVIPRS--- 493

435 NFVKHEAFMPFSAGRRACLGEPLARMELFLFFTCLUQR :SFSVQPGPﬁTHGFFAFl‘i’VAPLPY—-QLCAVVREQGL 504

356 Q-K-VS-HTTFGHGSHLCLIGOHLARREIIVTLKEWLTRIPOFSIAPGQIQHKSGIVSGVQALPLVWDPATTKAV---- 415

Figure 1-18 Alignement de séquences multiples entre les CYP2 membranaires et le P450cam (source Gotoh,
1992). Les régions correspondant aux hélices et aux feuillets du P450cam sont encapsulés dans un cadre a trait
plein. Les zones surlignées en gris correspondent aux résidus de liaison au substrat dans le P450cam (Laughton et
al., 1990). Les SRSs sont représentés dans un cadre rouge a trait en pointillé. L’alignement diffeére légerement de
la publication de Gotoh en raison des séquences sélectionnées. Il existe une différence de nomenclature entre cet
alignement donné par Gotoh et le schéma (A) (celui d’un BM3) de la Figure 1-16. Ainsi, le premier feuillet 5 sur
I’alignement, correspond en fait au feuillet 3 de la figure, le premier feuillet 2 a 5, les feuillets entre K et L (3-4-3)
correspondent aux feuillets 1-2-1 (avec aussi un feuillet 6 avant le feuillet 1) et le dernier feuillet (5) correspond
aux feuillets 3-4-3.
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1.4.2.2 Interaction avec la CPR

Avec les structures résolues soit par RX, soit par RMN, de la putidarédoxine de Pseudomonas
putida (protéine qui se couple au P450.,,, pour lui fournir des électrons), de nombreux résidus chargés
négativement ont été observés en surface de la protéine, suggérant qu’ils pourraient étre dirigés vers le
CYP. Il en a donc été déduit a 1’époque que le P450.., interagissait avec sa protéine de transfert
d’électrons par interaction électrostatique, au moyen de ses résidus chargés positivement. Cette
hypothése s’est ensuite vue confirmée lorsque le cristal de P450gy; a pu étre étudié. Ce CYP a la
particularité d’étre 1i¢ covalemment a sa CPR, montrant ainsi une surface de contact avec la CPR en

position proximale du P450, chargée positivement dans I’ensemble et définie par les hélices B, C et K.

La résolution tridimensionnelle de la totalit¢ de la CPR de rat (Wang et al., 1997), puis la
résolution partielle de la CPR humaine (Zhao et al, 1999) ont permis de mieux comprendre les
interactions entre ces P450s de classe II et la CPR. De fagon analogue aux P450s membranaires, la
cristallisation d’une CPR n’est possible qu’apres suppression de la partie N-terminale hydrophobe et
transmembranaire. En revanche, des études enzymatiques ont montré que chez les mammiferes, la
CPR dépourvue de sa partie transmembranaire n’est plus en mesure de se coupler avec les P450
membranaires, ce qui démontre I’importance de la membrane dans 1’orientation spatiale optimale des
deux enzymes entre elles (Paine et al, 2005). Par ailleurs, la surface d’interaction supposée entre le
P450 microsomal et la réductase semble étre la méme que celle décrite pour les P450s solubles. Ce
constat ne tient pas compte de la steechiométrie mesurée, d’un ratio 1/8 pour les P450/réductase décrit
précédemment. Certaines hypothéses stipuleraient que les réductases tournent autour d’un P450 a

I’image d’un barillet de pistolet. Aucune information ne permet a ce jour de vérifier cette hypotheése.

1.4.3 Structures de complexes P450-substrats. (Exem  ple du CYP 2C5)

Parmi les structures de CYPs déposées sur la PDB, nombreuses sont celles co-cristallisées de leur
substrat. Parmi celles de mammiféres, les premiéres a avoir été réalisées sont celles du
CYP2C5/3LVdH, par les équipes d’E.F. Johnson et D. Mansuy. Historiquement, le CYP2CS5 (code
PDB 1DT6) fut la premiere structure de mammifere a avoir été réalisée et publié¢e. Cette derniére a
subi quelques mutations et délétions afin d’€tre cristallisée dans les meilleures conditions. Par la suite,
deux autres structures de ce CYP 2C5 ont été réalisées a de meilleurs résolutions, toutes deux
co-cristallisées a un substrat dont la taille et la polarité différent : le diclofénac (DIF) et le 4-méthyl-N-
méthyl-N(2-phényl-2H-pyrazol-3-yl)benznesulfonamide (DMZ) (Marquest-Soares et al., 2003). Ce fut

d’ailleurs les premicres structures de complexes P450s de mammifere : celui avec le DMZ est trouvé
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sous le code PDB IN6B et celui avec le DIF, 1R6B. Par superposition différentielle de ces trois

structures, il est possible d’observer quelques comportements de la protéine en présence ou absence de

son substrat.

Tableau 1.7 Résidus du site actif du CYP2C5 en contact avec le DMZ (Wester et al., 2003a) et le DIF (Wester et al., 2003b)

Résidus en contact

SRS Communs aux 2 substrats Spécifique du DMZ Spécifique du DIF
SRS-1 L103, A113, A114 V106 V100

SRS-2 N204, V205 L201, (L208, L213) -

SRS-3 - A237, 1240 -

SRS-4 D290, G293, A294, T298 S289 -

SRS-5 L359, L363 - -

SRS-6 F473, V474 - -

Les résidus du 2C5 en contact avec le DMZ ou le diclofénac sont quasiment les mémes (cf.

Tableau 1.7), et ne présentent pas de différence majeure de polarité. Lorsqu’un substrat se fixe au sein

de son site actif, le CYP 2C5 montre une adaptabilité importante des ¢léments structuraux bordant la

cavité du site actif en fonction de la taille et de la polarité du composé (cf. Figure 1-19) :

Ainsi la présence dans le site actif d’un compos¢ faiblement polaire comme le DMZ
correspond a une conformation fermée du P450. La protéine se contracte ainsi autour du
substrat, ce qui a pour conséquence de chasser I’eau présente dans la cavité du site actif
renforgant alors les interactions favorables avec le substrat. Le déplacement observé d’hélices
permettrait donc de boucher les canaux par lesquels pourraient rentrer les molécules d’eau.
Conjointement, les deux hélices F et G se rapprochent alors de I’héme par translation
perpendiculaire a I’axe de I’hélice 1. D’autre part, la boucle B-C se structure pour former une
petite hélice B’ qui permet d’optimiser les contacts de type hydrophobe avec le substrat. Cette
région fait d’ailleurs partie du SRS-1.

Globalement, les modifications du site actif du CYP 2C5 induites par la fixation du DIF sont
analogues a celles observées avec le DMZ (compaction autour du substrat, structuration de la
boucle B’, fermeture des différents canaux). Cependant, le diclofénac est plus petit que le
DMZ et porte une fonction chargée (COOH) qui pointe vers 1’extrémité d’un canal. Le reste
du canal est comblé alors par un réseau de molécules d’eau, stabilisé par les différents résidus

du canal (Figure 1-19 B).
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Figure 1-19 Adaptations conformationnelles du site actif du CYP 2C5/3LVdh lors de la fixation du DMZ (A)
ou du DIF (B). (d’aprés Wester et al., 2003a, b). Dans les deux figures, la structure du CYP 2C5/3LVdH sans
substrat est représentée en orange. Les portions d’hélices sont représentées en ruban. On observe ici pour les deux
cas un structuration de I’hélice B’. Pour le DFI, un réseau de molécules d’eau apparait pour combler le canal.

1.4.4 Canaux potentiels d’accés au site actif

1.4.4.1 Premiers constats sur les CYPs solubles

Le premier cristal du P450,,, complexé avec le camphre a révélé de fagon inattendue un site actif
profondément enfoui au sein de la protéine, entrainant par la méme occasion une série de questions
portant sur I’accessibilité des substrats au site actif. En effet, entre les structures du P450.,, complexé
ou non avec un camphre, aucun canal parfaitement défini n’est constaté. En revanche, les facteurs
thermiques (B-factor) des structures X annotés dans le fichier au format PDB (un fichier formaté
utilisé pour décrire les protéines publiées dans la PDB), montrent une flexibilité possible des hélices
B’, F et G. Dans I’article de Poulos (Poulos et al., 1987), les auteurs ont suggéré que I’hélice B’, trés
flexible, permettrait I’entrée du substrat vers le site actif. Plusieurs études menées par d’autres groupes,
ont contribué a valider cette hypothése dont le travail de Dunn et al (Dunn et al., 2002) qui offre une
vue d’une structure RX du P450,,,, co-cristallisé avec un analogue du camphre (cf. Figure 1-20). Dans
ce cristal, on peut observer que 1’analogue occupe tout un canal d’acces qui se forme par déplacement
de I’hélice B’ et de la boucle B-C. De nombreux travaux sur les P450s solubles ont par la suite
confirmé ce résultat, en apportant des preuves de la présence d’autres canaux possibles dans certains

P450s, en fonction du substrat utilisé (Poulos et Johnson, 2005 ; Cojocaru et al., 2007).
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Figure 1-20 P450cam co-cristallisé avec un analogue du camphre (PDB 1LWL) (d'aprés Dunn et al., 2002).
L’analogue du camphre est représenté en sphére orangé au centre du site. Du fait de sa longueur important, il
occupe tout un canal d’acces avec la partie fluorescente a 1’extérieur de I’enveloppe protéique.

1.4.4.2 Identification des canaux sur les CYPs de mammiféres

Contrairement aux CYPs solubles, les CYPs microsomaux ont une boucle F-G beaucoup plus
longue qui se structure généralement en deux petites hélices F’ et G’. Cette région interagit beaucoup
avec la région en feuillets B de la partie N-terminale et probablement avec la membrane, limitant les
possibilités d’ouverture évoquées précédemment chez les P450 solubles. Cependant, I’hélice B’ reste
encore trés flexible et peut donc jouer un réle dans I’ouverture d’un canal d’accés aux substrats. Ainsi,
a partir des structures du CYP 2C5/3LVdH précédemment décrites, E.F. Johnson a proposé un canal
d’acceés aux substrats dont I’entrée serait délimitée par les hélices B’, I et G et par la boucle B’-C
(Wester et al., 2003a). A I’instar de leur homologue soluble, 1’arrivée de nouvelles structures avec et
sans ligand ont permis de découvrir d’autres canaux visibles. La structure la plus riche en informations
reste celle du CYP 2B4 de lapin sans substrat (Scott et al., 2003). Cette structure présente une large
ouverture entre les hélices F et G d’une part et ’hélice B* d’autre part. L’ouverture de ce canal est telle,
qu’une histidine d’un autre monomere de CYP 2B4 vient complexer le fer. Deux autres structures du
CYP 2B4 ont été ensuite publiées toutes deux complexées avec un substrat de taille différente. L’une
d’elle (PDB 1SUQ) présente un substrat 4-(4-chlorophenyl)imidazole — CPI — qui met en évidence la
trés grande flexibilité de la protéine dans la région décrite (Scott et al., 2004 ; Zhao et al., 2006). (cf.
Figure 1-21)
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(A) (B)

Figure 1-21 Comparaison des structures du CYP 2B4 (A) sans substrat (PDB 1PO5); (B) avec le CPI (PDB
1SUO). Pour les deux structures, I’héme figure en rouge en style batonnet, les hélices a sont représentées en ruban
rouge, les brins B en fléches jaunes. Le CPI sur la figure (B) est représenté en batonnet orange, au dessus de
I’héme. Dans la structure sans ligand (A), les hélices F et G sont ¢éloignées du plan de I’héme et la boucle B-C est
structurée de facon différente a celle de la seconde structure. D’aprés Scott et al., 2004 ; Zhao et al., 2006.

Des analyses par dynamique moléculaire (MD) (la technique sera décrite dans le prochain
chapitre) d’expulsion de substrat menées par 1’équipe de R.C Wade ont permis de compléter ces
hypothéses sur I’acces au site actif, en démontrant la présence possible d’autres canaux en fonction des
substrats utilisés et montrent que les canaux d’entrée peuvent varier selon le substrat a métaboliser.
(Ludemann et al., 2000 ; Winn et al., 2002 ; Wade et al., 2004 ; Schleinkofer et al., 2005). Ces
techniques de MD ont permis notamment de faire apparaitre des canaux lors d’observation de la
protéine en mouvement, canaux qui n’étaient pas percevables sous observation figée de la structure

RX.

1.4.4.3 Bilan des canaux d’entrée et de sortie, selon Cojocaru et al.(Cojocaru et al., 2007)

V. Cojocaru a récemment publié un article faisant le bilan de toutes les entrées et sorties possibles,
répertoriés sur I’ensemble des P450s disponibles en Mars 2006, soulignant par la méme occasion
quelques différences entre les mécanismes d’entrées/sorties pour les P450s bactériennes et ceux de
mammifeéres. La recherche des canaux a été opérée a 1’aide du logiciel CAVER (Petrek et al., 2006)
(http://loschmidt.chemi.muni.cz/caver/). L’ensemble des canaux repérés est décrit dans la Figure 1-22

et le Tableau 1.8.
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Figure 1-22 Canaux d'accés potentiels des CYPs. (source Cujucaro) Tous les canaux calculés ont été annotés
sur la structure du P450cam (PDB 1ATKD). La protéine, en grise, est en représentation cartoon (hélice en ruban et
brin en fléches) Les ouvertures de canaux sont montrées a I’aide de cercles numérotés a la position correspondante
en surface de la protéine. Les canaux partageant une méme couleur sont liés par (i) leur mode d’ouverture (2c, 2ac,
2a, 2f, 2b — en rouge ; 2c, 2d, 4 —en vert ; 1,3 — en marron), (ii) leur fonction [solvant (S), water (W) — en bleu], ou
(iii) récemment identifié (5 — violet). Chaque canal est montré avec une nuance de couleur différente. La boucle B-
C est coloriée en rose tandis que la boucle F-G est en vert. Deux vues distinctes sont proposées pour pouvoir
observer I’ensemble des canaux : (A) une vue de profil en regardant droit ver I’hélice I et (B) une vue de dessus de
I’heme, a partir de sa face distale.
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Tableau 1.8 Localisation et occurrence des canaux d'accés au site actif des CYPs disponible en Mars 2006 (d’aprés Cojocaru et al., 2007)

Canal Localisation Commentaires Observé dans les P450s
1 Apparait entre les hélice C/C’ et H ou L, Canal rare, observé en MD. P450.m
prés de la boucle G-H et le feuillet 2 Possibilité de route pour les
especes gazeuses
2 Toute les sous-classes exceptées 2d et 2f - -
sont bordées par le boucle B-C/hélice B'.
Cette région de la protéine est hautement
variable a la fois en séquence et en
structure entre les différents P450s. Elle
est décrite comme importante pour la
spécificité du substrat a travers les
contacts qu’elle établit avec lui comme il a
été vu précédemment.
2a Apparait entre la boucle F-G, [I'hélice Canal commun CYP119, P450, P450,., CYP2B4,
B’/boucle B-B’/Boucle B-C et le feuillet 1. CYP2C9, P450cam, P4508m3, P4501erp,
Toute cette région est extrémement CYP121, CYP152A2, CYP154C1,
variable en séquence et en structure chez CYP158A2, P4500xys, P4500xyc,
les P450s. La région C-terminale de I'hélice P450¢p0k, CYP175A1
F forme le SRS-2 et la région N-terminale
de I'hélice G forme le SRS-3
2b Apparait entre la boucle B-B’, les feuillets 1 CYP2B4, CYP2C8, CYP3A4, P450BM3,
et 3 (SRS-5 présent dans le feuillet 3) CYP152A2
2c Apparait entre I'hélice Get I et I'hélice Canal commun CYP119, P450y,,, CYP2B4, CYP2C5,
B’/boucle B-C. L'hélice I contient le SRS-4 CYP2C8, CYP2C9, CYP154C1,
CYP158A2
2ac Apparait entre le sommet de la boucle B-C  Canal commun CYP119, P450y,,, CYP2B4, CYP2CS5,
(ou hélice B’) et I'hélice G entre les canaux CYP2C9, CYP154A1, CYP154C1,
2A et 2c CYP158A2 P4500yys, CYP175A1
2e Apparait a travers le boucle B-C Canal assez commun, Il a été CYP2B4, CYP2C5, CYP2C8, CYP2C9,
montré comme une seconde CYP3A4, CYP51, P450g CYP121,
sortie possible dans la MD du  CYP152A2, CYP154C1, P4500yys,
P450eryF P450¢p0k
2d Est spatialement proche du 2a d'ou Anciennement observé  CYP2B4, P450pv3, CYP154C1
I'appartenance a une sous-classe 2. exclusivement chez P450gu3
Apparait entre la région N-terminal de la avec un acide palmitoleique
protéine et les hélices a/A’ et A. non chargé.
2f Idem que 2d pour la définition. Apparait Canal commun CYP119, P450Nor, CYP2B4, CYP2C5,
entre I'hélice F'/boucle F-G et le feuillet 5 CYP2C9, P450cam, P450BM3,
P450Terp, CYP158A2, P4500xyB,
P4500xyC, CYP175A1
3 Apparait entre les hélice F et G ou au Canal rare, identifié comme P450.m
niveau de la boucle E-F un substrat (ou produit)
secondaire potentiel en MD
4 Apparait au travers de la boucle F-G Canal rare CYP119, CYP2B4, CYP2C8
5 Apparait entre les hélices K et K’ Canal rare CYP2B4, CYP158A2, CYP175A1
S Apparait entre les hélice E,F et I et le Présent dans la moitié des CYP119, P450Nor, CYP2B4, CYP2CS5,
feuillet 5 P450s, possibilité de sortie CYP2C8, CYP2C9, CYP3A4, P450.am,
pour les substrats, mais non  P450gu3, P4501ep, CYP158A2,
confirmé jusqu’a présent P4500xy8, P4500xyc
W Apparait a la base de la boucle B-C prés du Entrée de l'eau pour I'apport  P450gm3

C-terminal de I'hélice B

en oxygéne moléculaire.
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1.5 Propriétés chimiques des P450s

A partir de ces éléments structuraux, il est possible de s’intéresser aux mécanismes mis en jeu lors
des biotransformations. Comme il a ét¢ déja souligné, 1’é1ément essentiel qui permet ces réactions est
I’héme des P450s, plus particuliérement le fer qu’il porte. Ces réactions ont également besoin d’un

apport d’¢électrons et d’oxygene moléculaire lors de la réaction enzymatique.

1.5.1 Implication du fer de 'hneme dans les interac  tions

L’atome de fer est en mesure de former 6 liaisons de coordination. Dans le cas des CYPs, le fer
est pentacoordiné par les 4 azotes pyrroliques de I’héme et par le thiolate de la cystéine. Le sixiéme
ligand peut étre soit une molécule d’eau, soit un atome coordinant d’un composé fixé dans le site actif.
Ces variations dans 1’état de coordination du fer se traduisent par des signatures spectrales

caractéristiques dans le domaine de I’UV visible (cf. Figure 1-23).

1.5.1.1 Etat natif

A I’état natif, le Fe™ de I’héme existe en équilibre sous deux états de spin, dépendant de son état

de coordination :

- Un état de bas spin S=1/2, dans lequel le fer est hexacoordiné et dans le plan de I’héme. Le
sixiéme ligand est presque toujours une molécule d’eau. Le maximum d’absorption de cette
espéce Fe'" est situé aux environs de 420 nm.

- Un état de haut spin S=5/2 correspond a un Fe" pentacoordiné situé en dehors du plan de

I’héme. Cette espeéce a un maximum d’absorption a 390 nm

1.5.1.2 En présence d'un composé

En présence d’un composé exogene qui se fixe dans le site actif, trois cas de figure se présentent :

- Lorsque le composé¢ hydrophobe rentre dans le site actif, il chasse la molécule d’eau
coordinant le fer dans 1’état de bas spin. Le Fe'"' se retrouve donc a 1’état de haut spin, avec un
maximum d’absorption a 390 nm. On appelle cette interaction, une interaction de type I dont
le spectre différentiel est constituée d’un pic a 390 nm et d’une vallée a 420 nm.

- Si ce composé porte un atome d’oxygeéne accessible au fer (comme une fonction alcool ou
ester) cet oxygeéne peut complexer le fer pentacoordiné et donner une interaction de type I

111

inversé. On retrouve ainsi le Fe© sous forme de bas spin avec un pic d’absorption en UV

visible a 420 nm. Le spectre différentiel résultant comporte alors un pic a 420 nm et une vallée
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a 390 nm. A noter que dans certains cas, I’arrivée d’un substrat dans le site actif peut favoriser
la fixation d’une molécule d’eau comme sixi¢me ligand du fer et donner également un telle
interaction.

- Une interaction de type II est observée lorsque le composé exogeéne comporte un atome

11T
absorbe

d’azote ou de soufre pouvant complexer le Fe'" et se fixe au sein du site actif. Le Fe
alors entre 425 et 435 nm. Le spectre différentiel montre ainsi un minimum vers 390-410 nm

et un maximum vers 425-435 nm

Type Linversé .. .. = 420 nm Type I Amax = 390 nm
Amin = 390 nm Mmin = 420 nm

BS
?‘ma.\' =420 nm

cor fs
ETAT NATIF

HS
Amax = 390 nm

BS

A =420 nm

: max
T NRR'R"
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Figure 1-23 Interactions spectrales observées lors de fixation d'un composé dans le site actif (d'aprés Mansuy
et al., 1989) (Source : These de P. Lafite). HS : Haut Spin ; BS : Bas Spin.
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1.5.2 Cycle catalytique de la mono-oxygénation des substrats par les CYPs

Le cycle catalytique des CYPs est communément décrit en 7 étapes principales.

R-H
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Figure 1-24 Cycle catalytique des CYPs (Makris et al., 2005; Mansuy et Battioni, 2000) (Source : Thése de P.
Lafite) Le cycle court obtenu par addition d’un composé donneur d’atome d’oxygene est indiqué en bleu (aucun
exemple n’est donné) ; les voies non-productives ou abortives en rouge et la voie réductase en marron.
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1. Le cycle catalytique des CYPs est initié par la fixation du substrat au sein du site actif. Ceci
entraine dans le cas de 1’¢tat natif a bas spin le déplacement de la molécule d’eau distale et
favorise la position pentacoodinée haut spin du complexe ferrique Fe'".

2. Cette fixation du ligand induit une augmentation du potentiel du couple Fe'/Fe", permettant
ainsi le transfert d’un électron qui peut réduire le fer en complexe ferreux Fe'. Dans certains
cas, tels les P450s d’eucaryotes, il semblerait que le transfert d’électron puisse se produire
sans fixation d’un composé dans le site actif (Guengerich et Johnson, 1997).

3. La réduction du fer est suivie par la fixation de 1’oxygéne moléculaire sur le fer, donnant le
complexe ferreux Fe''—0,.

4. Le transfert d’un second électron vers ce complexe réduit 1’oxygéne moléculaire en formant
Ientité peroxy-ferrique Fe'"-OO™ qui par protonation donne ensuite un complexe hydroperoxo
Fe"-OOH.

5. Une seconde protonation provoque ensuite la rupture hétérolytique de la liaison OO, libérant
une molécule d’eau et le composé fer-oxo formellement écrit Fe'=0.

6. Ce composé est hautement oxydant. Il peut transférer son atome d’oxygene au substrat.

7. Le métabolite sort du site actif.

Dans certains cas, I’oxydation du substrat peut étre réalisée par I’espéce Fe"'-OOH. Les travaux
de A. Vaz ont ainsi montré que certaines €époxydations d’oléfines sont réalisées par cette entité et non
par le fer-oxo Fe'=0 (Vaz et al., 1998). Par ailleurs, I’utilisation d’agents oxydant donneurs d’atome
d’oxygéne, tels que 1’iodosobenzene, les peracides, les hydroperoxydes, les anions ClO,” ou 10,
permettent d’obtenir directement 1’espece réactive fer-oxo a partir de 1’état natif. On parle alors de

cycle court des CYPs.

1.5.2.1 Voies abortives

Dans le cas idéal, la consommation d’une molécule de NAD(P)H doit s’accompagner de
I’oxygénation d’une molécule de substrat, comme dans le cas du P450,,, ou de P450s spécifiques des
voies de biosyntheéses endogenes. Toutefois, dans le cas des P450s impliqués dans la métabolisation
des xénobiotiques, ce couplage n’est pas aussi efficace : des voies secondaires de transfert d’¢lectrons
dites « abortives » peuvent se produire. Ceci se traduit par retour a I’état de complexe Fe"' sans
oxydation du substrat. Ce découplage entre le transfert d’électrons et transfert d’atome d’oxygéne peut

apparaitre au niveau de plusieurs étapes du cycle catalytique :
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- Le complexe ferreux Fe"«—O, peut se décomposer en formant I’ion superoxyde O," et le

1T

complexe ferrique Fe . Cet ion superoxyde peut alors se dismuter pour donner du peroxyde

d’hydrogene et de 1’oxygene moléculaire :
20, +2H" M - H,0, + 0,
u_

- L’addition du proton sur I’atome d’oxygeéne ligand du fer des complexes peroxyferrique Fe

s

0O ou hydroperoxo Fe"-OOH se traduit par la formation du Fe" et d’une molécule de

peroxyde d’hydrogéne :
Fe" —00™ +H" M - Fe" -00™ O # - H,0, + Fe™

Fe" —OOH +H* [ - Fe" -00H M- H,0, + Fe"

- L’entité fer-oxo FeV=0 peut redonner également 1’état natif Fe"" aprés consommation de deux

protons et de deux ¢électrons :

Fe' =0+2H"* +2¢” [ » H,0, + Fe™"

L’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne libérés, constituent tous deux une source potenticlle
de stress oxydant. Cette activité oxydase des P450s est généralement plus importante que 1’activité
catalytique oxygénase présentée précédemment dans le cas des P450s microsomaux, mais ce
découplage dépend de paramétres qui influent sur la vitesse de transfert des électrons ou des protons,
comme [’accessibilité de I’eau au site actif, un positionnement du substrat trop éloigné du fer,

I’absence de sites suffisamment réactifs sur le substrat (Mueller et al., 1995)...

1.5.2.2 Quelgues remarques sur I'existence des intermédiaires du cycle catalytique

Le cycle catalytique des cytochromes P450 a été étudié en détail dans le cas de P450.,, et de

certains de ses mutants, catalysant tous 1’hydroxylation régio- et stéréo- sélective du camphre.

- Les premiers intermédiaires du cycle catalytique des P450s (les deux états natifs,
Fe'/Camphre et Fe'/Camphre) ainsi que le dernier complexe (Fe''/hydroxycamphre) ont été
caractérisés par de nombreuses études cristallographiques et spectroscopiques (Markis et al.,
2005). Tres peu de différences structurales sont observées entre les deux composés
Fe'"'/Camphre et Fe'/Camphre (Schlichting et al., 2000).

- La structure du complexe Fe"-O, a été résolue par cryo-cristallographie a 100K (Schlichting
et al., 2000). Celle-ci révele un déplacement du camphre, une apparition de molécules d’eau et
la stabilisation de I’oxygene par des liaisons hydrogeéne auxquelles participent certains acides

aminés du site actif tels que I’Asp251 et la Thr252.
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- En dépit du fait que I’existence des complexes peroxo-, hydroxo- et oxo du fer n’a pas pu étre
prouvée par des expériences de cristallographies, 1’équipe de B. Hoffman a pu quand méme
mettre en évidence par spectroscopie ENDOR et RPE les complexes peroxo- et hydroxperoxy-.
Ainsi, ils ont irradié par des rayons Yy des échantillons a trés basse température (77K et 6K),
figeant les structures a chaque étape du cycle, permettant ainsi la visualisation des complexes
(Davydov et al, 2001). En revanche, I’espére Fe'=O n’a pas pu étre observée: la

11T

transformation du complexe Fe"-OOH produit directement I’espéce Fe''/hydroxycamphre

sans passer par le fer-oxo.

1.5.2.3 Importance de I'Asp251 et la Thr252 dans le mécanisme d’activation de I'oxygene

La structure tridimensionnelle de I’intermédiaire Fe'«—O, révéle 1’importance de la poche distale
dans le transfert des protons et dans D’activation de ’oxygeéne (Schlichting et al., 2000). Des
changements conformationnels du squelette peptidique et des chaines latérales autour du site actif se
produisent lors de la fixation du dioxygéne entrainant I’apparition d’un réseau de liaisons hydrogéne.
Dans ce mécanisme d’activation de 1’oxygene, les résidus Asp251 et Thr252 semblent jouer un rdle
important :

- Des études isotopiques sur des mutants D25IN (Aspartate en position 251 mutée en
Asparagine) ont souligné I’importance du role structural d’Asp251 dans le réseau de
molécules d’eau évoqué précédemment, mais également dans la coupure hétérolytique de la
liaison O—O (Deprez et al., 1994 ; Gerber et Sligar, 1994).

- Les études de RPE et ENDOR cryogénique sur le mutant T252A (Thréonine a la position 252
en Alanine) ont montré quant a eux I’existence de I’espéce FelllFOOH sans observer
I’hydroxylation du substrat (Davydov et a/., 2001). D’apres ce résultat obtenu chez le P450.,,
on est en mesure d’affirmer que la thréonine 252 est impliquée dans le transfert du second
proton du cycle catalytique. Pourtant, il semblerait que le transfert de ce second proton,
menant a la coupure hétérolytique de la liaison O-0O, soit fortement modulée par la structure

du substrat fixé dans le site actif.

Chez les autres P450s, tels que ceux de la famille 2, D.F Lewis a montré qu’une mutation opérée
sur la thréonine correspondante a celle du 252 chez P450.., a pour conséquence une réduction
important de 1’activité. A I’opposé, certains P450s qui ne possédent pas cette thréonine ont pourtant

une activité catalytique (Hiroya et al., 1994 ; Cupp-Vickery et Poulos, 1995).
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1.6 Au centre d’'un systéme de détoxication

1.6.1 Place du CYP dans le systeme de détoxication

Outre son implication dans les voies endogenes, la fonction de biotransformation confére aux
CYPs une place privilégiée dans les systemes de détoxication. En effet, ’'une des sources premieres
d’agression quotidienne que subissent les organismes vivants provient de 1’environnement. Ces
agressions sont liées de fagon directe ou indirecte a des substances d’origine diverse, communément
désignées sous le terme de xénobiotique. On retrouve parmi ces substances des produits naturels,
médicaments ou encore polluants de I’environnement : toxines végétales et animales, dérivés des
combustibles domestiques et industriels, solvants, colorants, additifs alimentaires, pesticides,
herbicides, etc.... Ces composés ont pour principales caractéristiques d’étre de faible poids
moléculaire d’une part et hydrophobes d’autre part. En raison de ces caractéristiques, ils ont une
tendance naturelle a s’accumuler dans les phases lipidiques des membranes cellulaires, rendant ainsi
leur élimination par voies classiques (urine et bile) trés difficile. Ce phénomeéne résulterait en une mort
inéluctable des organismes par effet toxique, si ceux-ci ne s’étaient pas dotés, au cours de 1’évolution

de systémes enzymatiques permettant leur élimination.

Ce processus de détoxication se déroule en trois phases (cf. Figure 1-25) qui mettent en jeu
différents enzymes de biotransformation (Phase 1 et II) présentés dans le Tableau 1.9 et des
transporteurs (Phase III). L’ensemble forme un systéme connu sous [’appellation d’Enzymes du

Métabolisme des Xénobiotiques (EMX). Ces trois phases sont désignées comme il suit :

* Phase I ou phase de fonctionnalisation
* Phase II ou phase de conjugaison

*  Phase III a transporteurs ATP-dépendant

Il peut étre toutefois signalé que le métabolisme des xénobiotiques ne conduit pas toujours a la
détoxication de ces composés. En effet, dans certains cas, le produit oxydé ou réduit peut manifester
un trés forte réactivité par attaque électrophile ou nucléophile des macromolécules environnantes

(protéines, acides nucléiques).
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Figure 1-25 Schéma simplifié du métabolisme des composés hydrophobes (Source : Cours de M. Delaforge)
La couleur froide représente la voie « normale » du métabolisme, en couleur chaude, lorsqu’il y a des phénomenes
de toxicités. Le devenir d’un composé hydrophobe dans la cellule dépend de toutes ces voies de métabolisme.
MDR : MultiDrug Resistance ; MRP :Multidrug Resistant Protein ; P-gp : P-glycoprotein

Dans ce processus de détoxication, les CYPs occupent une place prédominante : ils sont les
enzymes majoritaire de la phase I (ils oxydent jusqu’a 90% des substrats), jouant ainsi un rdle
pharmaco-toxicologique trés important. La vitesse d’élimination des xénobiotiques de 1’organisme est
donc contrdlée par leur vitesse de transformation par les cytochromes P450. Ce métabolisme peut
varier en fonction de facteurs génétiques liés au polymorphisme des CYPs par exemple, ou
environnementaux tels que 1’induction, I’inhibition. Ces variations constituent donc une cause possible

d’inefficacité thérapeutique ou méme de toxicité (Ingelman-Sundberg, 2002).
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Tableau 1.9 Principales réactions de biotransfomation

Réactions Enzymes Localisation Substrats
Réaction de Phase I
Oxydations Alcool déshydrogénases Cytosol Alcools
Aldéhyde déshydrogénases Cytosol Aldéhydes
Monoamine oxidases Mitochondrie Amines
Flavine mono-oxygénases Microsomes Amines tertiaires
Cytochrome P450 Microsomes Variés
Réductions Cytochrome P450 Microsomes Variés
Carbonyle réductases Microsomes Aldéhydes, Cétones
Alcool déshydrogénases Cytosol Aldéhydes, Cétones
Hydrolyses Estérases Cytosol, Esters
Microsomes,
Mitochondrie
Peptidases Variés Microsomes Peptides
Réaction de Phase II
Hydrolyses Epoxyde hydrolases Cytosol, Microsomes  Epoxydes
Glucuronidation UDP Glucuronyl-transférases  Microsomes Phénols, Thiols, Amines,
Acides Carboxyliques
Conjugaison au gluthation Glutathion-S-transférases Microsomes Electrophiles

Sulfatation Sulfotransférases Phénols, Thiols, Amines
Méthylation 0O-,N-,S-méthyl-transférases  Cytosol, Microsomes Phénols, Amines
Acétylation N-acétyl-transférases Cytosol Amines

Conjugaison aux acides Aminoacyl-transférases Microsomes Acides Carboxyliques

aminés

Comme il a été vu précédemment, 1’ « organe principal » ou s’operent les réactions de
détoxication est le foie, 1a ou les CYPs sont présents de fagon majoritaire. Au sein de cet organe, la
contribution relative des différents CYPs au métabolisme des médicaments est a peu pres
proportionnelle a leur abondance relative, excepté pour les CYPs de la famille 1A et le CYP2D6.
Approximativement 75% des médicaments actuellement sur le marché ne sont en fait métabolisés que
par ces trois CYPs hépatiques : (a) le CYP 3A4, (b) le CYP 2D6 et (¢) le CYP 2C9 (Rendic, 2002).
D’autres organes sont également le siége d’un métabolisme secondaire, moins important, car les P450s
exprimés dans ces tissus contribuent non seulement a 1’élimination, mais influencent également les
concentrations tissulaires des agents thérapeutiques. L’intestin est un exemple de ces « organes
annexes ». Il serait d’ailleurs le lieu principal du métabolisme extra-hépatique. Certains CYPs sont

relativement plus présents dans 1’intestin qu’ils ne le sont dans foie : c’est le cas du CYP 2J2 par
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exemple. D’autres en revanche sont présents dans le foie, mais pas détectés de I’intestin, tels que les
CYP 1A2, 2A6, 2B6, 2C8 et 2E1 (Paine et al., 2006). Des études ont montré qu’en dépit d’une
concentration en P450s moins faible dans I’intestin, le métabolisme intestinal pouvait contribuer de
facon significative et parfois égale au métabolisme hépatique comme dans le cas de la cyclosporine,
du midazolam ou du verpamil (Kolars et al., 1991 ; Paine et al., 1996 ; von Richter et al., 2001). Les
tissus du systéme respiratoire, a la fois exposés aux xénobiotiques inhalés et aux pathogeénes transmis
par le sang, sont une cible importante en toxicologie environnementale. De nombreux CYPs sont
exprimés dans le poumon, dont certains spécifiques du tissu: CYP 2A13, 2S1 ou 4B1 (Ding et
Kaminsky, 2003). Le poumon semble de plus étre le lieu d’entrée dans I’organisme pour de nombreux
procarcinogénes, comme les hydrocarbures aromatiques présents dans la fumée de cigarette,

métabolisés par les CYP 1A ou 2A.

1.6.2 Variation inter-individuelle et manifestation s pathologiques

L’activité des P450s dans le tissu hépatique est fortement dépendante de deux paramétres, 1’un
génétique (polymorphisme) et I’autre exogéne (induction et inhibition). Cette variabilité peut étre la
cause d’une accumulation trop importante ou d’une élimination trop rapide du médicament, et par voie

de conséquence entrainer les effets indésirables et/ou toxiques.

1.6.2.1 Polymorphisme

Les génes codant pour les P450s impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques peuvent avoir
des mutations alléliques qui sont appelées polymorphismes si leur fréquence est supérieure a 1% de la
population. Ces variations de geénes peuvent conduire a des variations d’expression du CYP
correspondant, ainsi qu’a des variations de leur activité -catalytique. Ainsi de nombreux
polymorphismes de P450s définissent deux phénotypes appelés « métaboliseur lent » et « métaboliseur
rapide » pour un médicament donné. Les métaboliseurs rapides éliminent plus vite le médicament et
diminuent son efficacité thérapeutique, tandis que les métaboliseurs lents accumulent le médicament
qui peut devenir toxique par effet de surdosage. La communauté scientifique et médicale est
maintenant bien consciente qu’une thérapie rationnelle peut émerger en prenant en considération ces

variations de métabolisme inter-individuelles (Evans et Relling, 1999).

1.6.2.2 Cancérogenése

La part des cancers imputables aux xénobiotiques (polluants ou constituants « normaux » de
I’alimentation) n’est pas bien définie, mais reste non négligeable. Chez I’homme, des corrélations

entre les polymorphismes génétiques de certaines isoformes et les risques de cancer suggerent que les
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CYPs joueraient un role dans les processus de cancérogenése. Les isoformes les plus étudiées et
impliquées dans ce mécanisme sont les CYP 1A1, 1A2, 4B1 et 2E1. Chez I’homme, une forte activité
du CYP 1Al semble étre associée a la survenue de cancers du poumon. L’activité¢ du CYP 2E1 serait
impliquée dans le développement de stéatohépatites via la production d’un stress oxydant (Weltman et
al., 1996). Une ¢étude montre d’ailleurs que I’induction du CYP 2EI1 par la N-nitrosodiméthylamine
serait associée a I’apparition d’hépatocarcinomes (Tsutsumi et al., 1993). Le CYP 2A6 est responsable
de I’activation métabolique de la N—nitrytosamine (contenue dans la fumée de tabac), en métabolite

cancérigéne pouvant provoquer un cancer du poumon (Kamataki et al., 1999).

1.6.2.3 Malformations congénitales

Le thalidomide et la phénytoine sont des molécules thérapeutiques tératogenes chez 1’homme et
sont métabolisés respectivement par les CYP 2D6 et CYP 2C19. La toxicité découlant de I’activité des
CYPs peut étre un probleme lors de I’organogénese. En effet, la capacité de métabolisation du feetus
est non négligeable. Le CYP 1A1 est exprimé d¢s le stade de I’organogénése, avant huit semaines et le
CYP 1A2 apres quatre mois (Oesterheld, 1998). L’activité in utero de ces enzymes pourraient étre

associée a des malformations et des fausses couches (Hakkola et al., 1998).

1.6.2.4 Reéactions immunoallergiques

Parallélement aux mécanismes de toxicité directe, certains métabolites activés par les CYPs
peuvent se révéler toxiques par des mécanismes immunoallergiques (Pessayre, 1995). L’hapténisation
des macromolécules du soi par les métabolites réactifs peut stimuler le systtme immunitaire chez
certains individus conduisant a une réponse inadaptée de type auto-immune. Les protéines du soi
modifiées (CYPs en particulier) sont considérées comme étrangéres au systéme immunitaire et
deviennent alors les cibles d’auto-anticorps. Pour que ceux-ci puissent participer a la destruction
immunologique des hépatocytes, les hapténes seront transportés par voie vésiculaire jusqu’a la
membrane plasmique. Il en résulte une cytolyse (Pessayre, 1995). 1l a été démontré que le foie était
principalement touché par ces phénoménes. Au cours de formes sévéres d’hépatites
immunoallergiques, consécutives a I’absorption de médicaments tels que ’acide tiélinique, 1’halothane
ou la dihydrlazine, des anticorps dirigés contre les CYPs ont été retrouvés. Il est intéressant de noter
que pour ces trois médicaments, les CYPs impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques
(CYP 2C9 pour I’acide tiénilique, CYP 1A2 pour la dihydralazine et CYP 2E1 pour 1’halothane) sont

les cibles de ces auto-anticorps.
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Figure 1-26 Mécanismes de mise en place de maladie auto-imunes aprés administration de l'acide tiénilique, de
la dihydralazine.

1.6.2.5 Interactions médicamenteuses

L’administration concomitante de deux ou plusieurs médicaments peut avoir des conséquences
néfastes sur leur pharmacocinétique. Ces variations mettent en jeu les mécanismes d’induction, de
répression et d’inhibition. Pour les mécanismes d’inhibition, on distingue les inhibitions de types
réversibles — ou I’inhibiteur vient se fixer au niveau du site actif en compétition avec le substrat — et
les inhibitions de types irréversibles — ou ces inhibiteurs oxydés par les P450 restent fixés de facon
covalente dans le site actif. On parle alors d’inhibiteur suicide —. Un grand nombre d’interactions
médicamenteuses ont été mises en évidence. Elles peuvent survenir au cours de chaque étape
pharmacocinétique (absorption, distribution, métabolisation, ¢limination) et plus particuliérement lors
de la métabolisation. Au cours de cette phase, tous les CYPs sont impliqués, mais surtout le CYP 3A4
a qui on doit par exemple le retrait de la terfénadine, anti-histamique qui en présence de kétoconazole
(antiparasitaire) ou d’érythromycine (antibiotique) entrainait des complications cardiaques importantes.
Des études ont montré que la présence de kétoconazole, inhibiteur direct du CYP3A4, diminuait
fortement le métabolisme de la terfénadine, ce qui avait pour effet d’augmenter sa concentration
plasmatique et de provoquer des toxicités cardiaques et vasculaires (Wang et al., 2002). Cet exemple
illustre bien les conséquences parfois dramatiques des interactions médicamenteuses. On voit donc
que DPefficacité ou la toxicité d’un médicament métabolisé par un CYP est affectée par la prise d’un
autre médicament. Néanmoins, dans certains cas, les interactions médicamenteuses peuvent €tre mises
a profit en thérapeutique. Le saquinavir est une antiprotéase dont I’efficacité est limitée, in vivo, par sa
faible biodisponibilité. La prise concomitante de jus de pamplemousse ou de ritonavir augmente

nettement sa biodisponibilité et son efficacité (Kupferschmidt et al., 1998). Au contraire, la prise de
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certains médicaments est déconseillée avec du jus de pamplemousse. C’est le cas du cisapride
(prokinétique) qui aprés absorption de jus de pamplemousse provoque des torsades de pointe
(Morawiecka, 2000). La cyclosporine A est un immunodépresseur trés utilisé en thérapeutique, mais
aussi trés couteux. Il a ¢été démontré que 1’administration simultanée de kétoconazole et de
cyclosporine A doublerait la biodisponibilité de la cyclosporine A et ainsi réduisant les doses de 60%

a 80 % pour obtenir 'immunosuppression (Gomez et al., 1995).

Le Tableau 1.10 montre plusieurs types d’interactions médicamenteuses faisant intervenir les
mécanismes d’induction, de répression et d’inhibition. En pratique clinique, les interactions
médicamenteuses mettant en jeu des mécanismes d’inhibition sont plus fréquentes pour celles
impliquant des mécanismes d’induction et de répression. Les effets de nombreux médicaments sur
I’expression des CYPs restent inconnus. Il est important de les identifier afin de pouvoir prédire les

éventuelles interactions médicamenteuses.

1.7 Conclusion

Tout au long de ce chapitre, la nature, la diversité et la complexité des CYPs ont été soulignées.
Leurs implications dans le systéme de détoxication et les conséquences aussi bien bénéfiques que
pathologiques ont été également évoquées. Ces informations justifient bien 1’intérét que représente
cette superfamille auprés des industries pharmacologiques depuis sa découverte. Jusqu’a présent, la
plupart des études portées sur cette superfamille a été réalisée expérimentalement. Parmi elles,
I’obtention de cristaux de P450s fut une avancé importante dans la connaissance de ces enzymes : la
structure des protéines donnent en effet beaucoup d’information sur leurs fonctionnements. Pourtant,
comprendre les mécanismes de reconnaissance des CYPs, en se basant uniquement sur la structure,
n’est certainement pas une tache aisée. C’est pourquoi on sollicite aujourd’hui 1’utilisation d’outils

informatiques pour traiter et faire une synthése des informations disponibles sur ces protéines.

Ces outils sont en effet trés pratiques, pouvant étre utilisés dans la prédiction (modélisation de
CYPs de structure inconnue lorsque cela est réalisable), pour proposer des réponses a de nombreuses
hypothéses formulées sur le fonctionnement (expérience de docking) ou encore, pour suggérer de
nouvelles expériences a réaliser (mutation dirigée). En pharmacologie, les industriels utilisent
classiquement ces structures (et/ou modeles) de P450 pour tester leurs molécules chimiques, afin d’en

déterminer des pharmacophore (support pour le design de nouveaux médicaments).
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Tableau 1.10 Quelques exemples d'interactions médicamenteuses résultant d’une perturbation du métabolisme
. Médicament Médicament Conséquences Références
Interaction responsable affecté Effet cliniques cyp bibliographiques
Sécobarbital Warfarine - Pas d’effet CYP 2C9 Lin et al., 1998
anticoagulant :
risque de maladie
thrombo-
embolique
Ethanol paracétamol - Risque CYP 2E1 Slattery et al., 1996
(prise d’hépatotoxicité
chronique)
Induction Rifampicine Contraceptifs - Risque de CYP 3A4 Barditch-Crovo et al.,
Griséofulvine oraux grossesse 1999 ;
Weaver et Glasier,
1999
Rifampicine Cyclosporine - Risque de rejet de CYP 3A4 Offermann et al.,
A greffe 1985
Phénytoine Paracétamol - Hépatotoxicité CYP 3A4 Brackett et Bloch,
2000
. ) ) ] Tachycardie, ISrael et al., 1993 ;
Répression IFNa, IFNB Théophyline - convzlsion CYP 1A2 Wills, 1990
Fluconazole AINS + Hémorragies, CYP 2C9 Bertz et Granneman ,
(Ibuprofene, perforations 1997
piroxicam, gastro-intestinales
diclofénac)
Omeéprazole, Diazépam + Somnolence, CYP 2C19 Gerson et
Lansoprasole coma, dépression Triadafilopoulos,
respiratoire 2001
Cimétidine Imipramine + Effet atropiniques, CYP 2D6 Bertz et Granneman,
toxicité 1997
cartio-vasculaire
Kétoconazole, Triazolam + Somnolence, CYP 3A4 Vahre et al., 1994
Itraconazole coma, dépression
respiratoire
Erythromycine, Cisapride, + Torsade de pointe CYP 3A4 Dresser et al., 2000
Inhibition Kéthoconazole  Térfénadine
Vérapamil, Simvastatine, + Rhabdomyolyse CYP 3A4 Dresser et al., 2000 ;
Diltiazem, Lovastatine Mopusser et al., 2000
Erythromycine
Itraconazole Félodipine + Hypotension, CYP 3A4 Dresser et al., 2000
bradycardie
Ritonavir Ergotamine + Ergotisme CYP 3A4 Dresser et al., 2000
Kétoconazole, Cycolsporine + Néphrotoxicité CYP 3A4 Dresser et al., 2000
Erythromycine A
Quinine Codéine + Diminution de CYP 2D6 Sindrup et al., 1996

I'effet antalgique

AINS : Anti-inflammatoires Non Stéroidens
— : Diminution ou perte de I’efficacité
+ : augmentation de la toxicité et/ou de la sévérité des effets secondaires
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Ainsi, I’ére du numérique ouvre réellement de nouvelles perspectives dans d’études de ces CYPs.
Dans le prochain chapitre, nous verrons comme exploiter les structures de P450s existantes pour la
construction de modeles (lorsque cela est possible), et €également comment observer et comprendre les
mécanismes mis en jeu dans la reconnaissance substrat—protéine au travers de simulation. Bref, le
prochain chapitre sera dédié a la présentation des différents outils bioinformatiques déja disponibles a

I’é¢tude d’une protéine.



CHAPITRE 2

Les outils bioinformatiques : vers de nouvelles sol utions

« Donnez moi un point fixe et un levier et je souléverai la Terre »

Archimede (287-212 av JC)

67
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2.1 Breve présentation de la discipline et objectif s

La bioinformatique est un domaine de recherche qui a émergé depuis peu. L’augmentation
vertigineuse du nombre de données générées en biologie associée au développement de I’informatique
a peu a peu mis en lumiére cette nouvelle discipline. La bioinformatique comprend un ensemble de
concepts et de techniques nécessaires a I’interprétation de I’information génétique (séquences et
expressions) et structurale (repliement 3D et interactions). C’est en quelque sorte le décryptage de la
« bio-information ». La bioinformatique est donc une branche théorique de la biologie. Son but est
d’effectuer la synthése de données disponibles (a I’aide de modéles et de théories), d’énoncer des
hypothéses généralisatrices (par exemple, comment les protéines se replient ou comment les genes
interagissent) et de formuler des prédictions (par exemple dans notre cas, prédire un mécanisme

d’interaction).

Nous allons montrer dans cette thése comment les outils de la bioinformatique peuvent permettre
I’étude des mécanismes sous-jacents des P450s. Les méthodes développées en bioinformatique sont
nombreuses et variées : il n’est donc pas question de faire un inventaire de toutes les méthodes
existantes, mais plutdt de présenter les différents méthodes ou données qui sont en rapport avec
I’objectif qu’on s’est fixé ici. Un plan d’expérience a suivre est ici proposé pour servir de fil
conducteur a ce chapitre (cf. Figure 2-1). Ce plan d’expérience consiste en des procédures, des étapes
a réaliser pas a pas, analysant des données simples (par exemple les séquences) pour aboutir & un
modgle (tel le mécanisme d’action de la protéine). Le modeéle peut étre le support pour des simulations
afin de « mimer » la réalité (par exemple, simulations de dynamique moléculaire en présence ou non
d’un substrat). En multipliant les expériences et en modifiant 1égérement le support, on espére a terme

avoir des idées sur le fonctionnement de la protéine. C’est le principe de la modélisation moléculaire.

Dans ce chapitre, nous verrons ou et comment chercher I’information nécessaire a notre étude,
comment obtenir un modeéle (et les principes/méthodes impliqués pour le fabriquer), comment
modifier ce modele et le rendre plus « proche » de la réalité, et comment procéder a des simulations
pour observer son comportement dans le temps. Chaque paragraphe de ce chapitre correspond a une

des différentes étapes illustrées sur la Figure 2-1.
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Figure 2-1 Plan d’expérience pour la modélisation moléculaire en générale (correspondant au plan du chapitre).

2.2 Les protéines : description géomeétrique du sque lette
peptidique

Dans un premier temps, nous souhaitons aborder ce chapitre par des rappels de notions
géométriques et structurales des protéines, sur lesquelles reposent les concepts des logiciels

bioinformatiques qui ont ét¢ utilisés au cours de la theése ou qui ont été développés.

2.2.1 Les coordonnées cartésiennes

La description la plus simple du squelette protéique est évidemment la liste des coordonnées
cartésiennes de ses atomes ou de ses C, (carbone central des acides aminés, eux-mémes composants

des protéines, cf. Annexes). Cette description est celle sur laquelle s’appuie la mesure de similarité
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structural appelée RMSD (Root Mean Square Deviation) entre les structures superposées (voir section

2.432).

2.2.2 Les distances internes

La liste des distances internes entre atomes ou C, du squelette peptidique est un moyen de décrire
une conformation de maniére indépendante de 1’origine des coordonnées. Les distances internes d’une
sous-structure donnent donc une information «locale» de la conformation. Celle-ci permet
évidemment les comparaisons sans avoir a superposer les coordonnées cartésiennes des structures

concernées.

2.2.3 Les angles Phi, psi et Omega

Comme la liaison peptidique —CO-NH- est considérée comme plane, le squelette peptidique peut
étre décrit par les angles @ et w qui sont les angles diedres de la chalne respectivement autour des
liaisons N—Cq4, Co~C et C—N (cf. Figure 2-2). L’angle w est en général trans (180°), mais dans les
prolines il peut étre cis dans 6 a 10% des cas. De ce fait, la description du repliement ne prend en
compte généralement que le couple (@) (MacArthur et Thornton, 1996). De plus, le couple @ et Y ne
peut pas prendre n’importe quelle combinaison de valeurs (Ramachandran et al., 1963). En outre, les

angles ) et wsont trés corrélés (Esposito et al., 2005).

Hi+1

Figure 2-2 Angles QU (A) et angles a,T (B)
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2.2.4 Lesangles Alphaet Tau

L’angle a est I’angle di¢dre défini par quatre C, successifs et I’angle T est I’angle entre les plans
définis par trois C, successifs (cf. Figure 2-3). L’angle a; est associé au deuxiéme des quatre C, (le

Cy) et I’angle T; est celui formé par les trois premiers C.

(A) (B)

Figure 2-3 Angles Alpha et Tau décrit par Levitt. L’angle o est I’angle di¢dre défini par les quatre Cq
successifs. L’angle T est I’angle entre les plans définis par trois C, successifs. La figure (A) correspond a une
simplification de la structure protéique ou les groupes d’atomes C, N et H ont été combinés en un atome N’
(centres d’interaction) et les atomes O en O’ (figure tirées de Levitt, 1976).

Les angles O et T ont été décrits par Levitt et al. (Levitt et Warshel, 1975 ; Levitt, 1976). Toutefois,
ils ont été utilisés précédemment par Flory lors de son étude de la conformation de polypeptides en
pelotes statiques (random-coil) (Flory, 1969). Les liaisons N— C, et Cg;—C sont paralléles a = 10° et
le groupe peptidique (—C,HNH,—~COOH) est plan, il est donc possible de remplacer les angles @ et U

par une seule valeur, I’angle a dont la relation avec @et Y est la suivante (Levitt, 1976) :
a, =180°+ ¢, +p, +20°(sing, +sing,.,)
Comme les axes de liaisons N— C, et C,.,—C sont paralléles mais non colinéaires, 1’angle T, formé
par 3 C, successifs, varie avec 1’angle o selon la relation suivante :
7, =106°+13°cos(a, —45°)
L’angle T varie donc peu autour de 106°. Comme celle des angles (@,0), la distribution des angles
o n’est pas uniforme (Oldfield et Hubbard, 1994). Les éléments de structures secondaires sont décrits

par une suite répétitive d’angles a : une hélice o est une suite d’angles a proches de 50° tandis qu’un

brin 3 est une série d’angles a fluctuant autour de 200° (entre 180° et 240°, Figure 2-4).
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Figure 2-4 Distribution des angles o dans la PDB (A) et T dans la PDB non redondante (B)
(source thése de M. Carpentier, 2005)

2.3 Banques de séquences et de structures : les don  nées sources

Nous décrirons dans ce paragraphe deux catégories de banques de données qui ont été utilisées
dans notre « plan d’expérience » (adapté aux P450s) : les banques de séquences et les banques de

structures de protéines.

2.3.1 Banque de séquences biologiques

Les premiéres banques de séquences sont apparues au début des années 80, sur I’initiative de
plusieurs équipes. Trés rapidement, avec I’augmentation de 1’efficacité du séquengage, la collecte et la
gestion des données ont nécessité une organisation plus conséquente. C’est ainsi que se sont apparues
les premiéres banques de séquences nucléiques telles que I’EMBL pour 1’Europe — base financée par
I’EMBO (European Molecular Biology Organisation) et maintenue par une équipe située actuellement
a Cambridge au sein de I’EBI (Europeean Bioinformatics Institue) — ou encore GenBank pour les
Etats-Unis — financée par le NIH (National Institue of Health) diffusé par le NCBI (National Center of
Biotechnology Information) —. Une collaboration entre ces deux banques a été initiée relativement tot,
s’est étendue en 1987 avec la participation de la DDBJ (DNA Data Bank) du Japon, pour donner
naissance en 1990 a un format unique de description des séquences dans les banques de données
nucléiques (Le format de ce fichier peut étre consulté sur le serveur de ’"EMBL a 1’adresse suivante :

http://www.ebi.ac.uk/embl/Documentation/FT_definitions/feature table.html)
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Parallélement, deux banques principales de séquences protéiques ont été créées. La premiére se
nomme la Protein Identification Ressource (PIR-NBRF) (George et al., 1986), fruit de I’association
de données issues du MIPS (Martinsried Institute for Protein Sequences), de la base japonaise JIPID
(Japan International Protein Information Database) et des données de la NBRF (National Biomedical
Research Fondation). La deuxieme, gérée par I’EBI et le SIR (Swiss Institute of Bioinformatics), se
nomme la spTrEMBL et a été constituée a Genéve a partir de 1986. Elle comprend une banque de
données soigneusement annotée, la Swiss-Prot (Bairoch et Boeckmann, 1991), et une banque plus
large annotée automatiquement, la TrEMBL (Translated EMBL nucleotide sequence library)
(Apweiler et al., 1997). Aujourd’hui, I’EBI, le SIR et le PIR ont uni leurs forces pour créer la base de
données UNIPROT (Apweiler et al., 2004). La version non redondante de cette base de données,
UniRef100, contient environ 5 millions et demi de séquences. Si on analyse un extrait soigneusement
annoté de cette banque, UniProtKB Swiss-Prot, on constate qu’environ la moitié des séquences sont

d’origine bactérienne (cf. Figure 2-5)

A noter enfin que cette richesse en information est due a la présence de génomes entiérement
séquencés. Au début, il s’agissait de petits organismes comme le bactériophage Lambda, de 40 kb
(Sanger et al., 1982) ou encore la bactérie Haemophilus influenzae de 1,83 Mb (Fleischmann et al.,
1995), premier organisme vivant dont le génome a ¢été entiérement séquencé. Progressivement les
séquences complétes de génomes de plus en plus grands sont arrivées avec en point d’orgue en 2001,

la séquence du génome humain 3400 Mb (Lander et al., 2001 ; Venter et al., 2001).

Tableau 2.1 Statistiues de la base de données UniProt (release 12.0 du 24-Jui-2007)

Database Entries
UniProtkB 4 949 164
UniProtkKB/Swiss-Prot section 276 256
UniProtKB/TrEMBL section 4 672 908
UniRef100 4 910 948
UniRef90 3 145989
UniRef50 1 555 946
UniParc 15 345 639

UniprotKB comprend I’ensemble de séquences annotées, les UniRef sont des bases de données non redondantes et UniParc correspond aux
archives. Dans les banques UniRef90 et UniRef50, aucune paire de séquence dans les bases respectives n’a une identité mutuelle en
séquence de > 90% ou > 50%. La base UniRef100 les séquences identiques et les fragments de ces séquences comme une méme entrée, avec
des liens vers I’ID de la protéine, la séquence, la bibliographie associée, etc.
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Figure 2-5 Distribution taxonomique des 283 454 séquences (A) et des 122 974 séquences eucaryotes (B) de la
version 54.2 du 11-sept-07 d’UniProtKb/Swiss-Prot

Pour ce travail de thése, les séquences de P450s utilisées proviennent essentiellement des bases de
données Swiss-Prot et TTEMBL. Dans ces derniéres, les cytochromes P450s représentent environ plus

de 6481 entrées dans I’UniProtKB release 12.2 (Swiss-Protgge) et TrEmblss7)).

2.3.2 Banque de structures tridimensionnelle de pro  téines

Les structures de protéines sont généralement toutes répertoriées dans la Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb). Ce qui a été précédemment dit (dans le Chapitre 1) pour 1’évolution
d’apparition des structures de P450 refléte I’évolution de la PDB en général. Cette banque connait une
croissance impressionnante depuis sa création. Toutefois, cette banque est extrémement redondante,
beaucoup de structures provenant de protéines trés proches (grand nombre de mutants, de co-cristaux
avec des substrats variés). A titre d’exemple, plus de 600 structures de lysozyme sont présentes dans la
PDB. Les statistiques de la banque montre néanmoins que le nombre de structures 3D déterminées est

encore bien faible comparé au nombre de séquences disponibles.

Tableau 2.2 Dénombrement des structures déposées dans la PDB au 15 septembre 2007

Exp. method Molecule type
Proteins Nucleic Acids Proteins/NA other Total
complexes
X-Ray 36223 983 1684 24 38914
NMR 5665 781 134 7 6587
Electon Microscopy 105 10 38 0 153
Other 80 4 4 2 90

Total 42073 1778 1860 33 45744
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Figure 2-6 Croissance annuelle du nombre de structures déposées dans la PDB. En bleu, est représentée le
nombre de structures annuelles et en rouge le nombre cumulé des structures. (Source : http://www.rcsb.org/)

Un site dérivé de la PDB, PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum) a été

mis en ligne pour une navigation plus agréable dans les structures protéiques et I’information associée

aux structures.

Dans la PDB, I’ensemble des structures de P450s a été¢ déterminé par cristallographie RX, (voir
Figure 1-13 et Figure 1-14 page 39). On peut remarquer que le nombre de structures résolues de P450

suit la tendance fortement croissante de la PDB elle-méme.

2.3.3 Banque de classification de structures protéi  ques

Il existe des banques pour identifier et classer — soit de facon hiérarchique soit de fagon non
hiérarchique — les familles de repliements déja connus. Ces banques utilisent plusieurs approches soit
basées sur des calculs de « distance » entre repliements, soit essentiellement construites sur un examen

visuel des structures 3D disponibles.

2.3.3.1 FSSP

La base de données FSSP de L. Holm et C. Sander (Holm et al., 1992) a été construite & partir
d’un algorithme de mesure quantitative de la compacité des structures. Ce critére permet de diviser
une structure en domaines de plus en plus petits. La récurrence des domaines obtenus est ensuite
analysée afin de connaitre la taille des domaines pouvant étre retrouvés en grand nombre dans des

protéines différentes. C’est le serveur DALI (Holm et Sander, 1997) qui permet d’interroger la base
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FSSP. Ce serveur permet non seulement de consulter la classification la plus récente de la PDB90 qui
contient les structures présentant entre elles moins de 90 % d’identité en séquence, mais aussi de

rechercher les structures les plus proches d’une structure que 1’on soumet.

Lorsqu’une structure de P450 est soumise a ce serveur par exemple, un alignement structural de
structures proches de celle de la requéte est alors affiché, comprenant des références et des liens vers

I’accession PDB de chaque structure.

2.3.3.2 SCOP

SCOP (Structural Classification of Protein) (Murzin et al., 1995) découpe les protéines en
domaines (régions ayant un cceur hydrophobe et peu d’interaction avec les autres protéines) pour les
classer. La classification de SCOP s’effectue sur quatre niveaux, du plus général au plus fin :

1. class : la composition en structures secondaires est similaire (tout o ; tout B; a et B
mélés ; a et B organisés en deux régions séparées) ;

2. fold : la composition en structures secondaires (hélices O et feuillets 3), leur arrangement
spatial et leurs connexions topologiques sont similaires ;

3. superfamily : I’identité de séquence peut &tre faible mais les structures et les fonctions
suggerent une origine évolutive commune ;

4. family : les structures protéiques ont au moins 30% d’identité de séquence ou bien
possédent des fonctions et des structures trés similaires

Ainsi, la banque SCOP classifie « manuellement » selon les organisations hiérarchiques les 26000
structures de la version Oct2004 de la PDB en 945 repliements, 1539 super familles et 2845 familles.
Dans cette banque, les CYPs sont retrouvés dans la classe des «fout a» et le repliement des
« Cytochrome P450 ». Ce dernier ne contient qu’une seule superfamille, celle des Cytochrome P450s,
elle-méme ne contentant qu’une seule famille, celles des Cytochromes P450s. En résumé, la

superfamille des P450s représente une seule et unique branche dans la hiérarchie.

2.3.3.3 CATH

CATH (Class, Architecture, Topology (fold family) and Homologous superfamily) (Orengo et al.,
1997) est aussi base de données construite automatiquement et vérifiée manuellement a partir de la
PDB. Seuls les cristaux résolus a plus de 4 A dans la PDB sont considérés dans CATH. La
classification hiérarchique des structures proposées dans cette base de données est illustrée sur la

Figure 2-7.
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Figure 2-7 Classification des rempliements dans la base de données CATH (source:
http://cathwww.biochem.ucl.ac.uk/cgi-bin/cath/GotoCath.pl?link=cath_info.html)

Cette base comporte également quatre niveaux principaux par familles structurales, et cinq autres
niveaux supplémentaires établis sur les similarités des séquences protéiques. Ces niveaux de
classification sont les suivants :

1. Class : les structures sont regroupées selon leur composition en structures secondaires et
les contacts entre celles-ci (4 classes : principalement O, principalement (3, mixte,
quelques structures secondaires).

2. Architecture : 1’organisation générale des structures secondaires est la méme pour les
structures d’un méme groupe.

3. Topology : les structures ayant un méme repliement en termes de nombre, ordre et
connexions de structures secondaires sont regroupées.

4. Homologous superfamily : les structures d’un méme groupe ont des structures et des
fonctions tres similaires, suggérant un ancétre commun.

5. Niveaux supplémentaires : S, O, L, I selon I’identité de séquences respectivement > 35%,
> 60%, >95% et de 100% (ce dernier regroupe en fait les protéines qui ont été résolues
plusieurs fois, par exemple complexées ou non avec un ligand). Le dernier niveau D sert

vérifier I’unicité de chaque entrée.
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Dans cette banque, et a I’image de SCOP, les P450s figurent dans la classe des « principalement
o » (Class 1), dans I’architecture des « paquets orthogonaux » (Architecture 1.10), dans la topologie
des « Cytochromes P450s » (Topology 1.10.630) et enfin dans les superfamilles homologues des
« Cytochromes P450s » (Homologous superfamily 1.10.630.10). Les CYPs dans la nomenclature
CATH peuvent descendre jusqu’aux sous-niveaux S, O, L I puis D. A noter qu’il existe une autre
entrée au niveau topologique (niveau 3), relative aux P450s: Cytochrome P450-Terp, domain 2
(Topology 1.10.230). La différence topologique observée est présentée a la Figure 2-8. Le recherche
de la structure lcpt du P450r,, est pourtant retrouvée au niveau des « Cytochromes P450s »
(Homologous superfamily 1.10.630.10) : on peut donc se demander d’ou peut provenir cette autre

entrée relative aux P450s...

(A) (B)

Figure 2-8 Différence topologique observée dans CATH pour « Cytochrome P450s » et
« Cytochrome P450-Terp, domain 2 »

2.3.4  Autres banques secondaires

Les banques de données de séquences telles que GenBank/EMBL/DDBJ pour les acides
nucléiques, Swiss-Prot, TTEMBL, UNIPROT pour les protéines et la PDB pour les structures, sont des
banques de données généralistes : elles contiennent toutes les données sources suffisantes pour les
travaux d’analyses et de traitements en bioinformatique. Devant la croissance quasi exponenticlle des
données et I'hétérogénéité des séquences contenues dans les principales bases de séquences
généralistes, d'autres bases spécialisées sont apparues. Elles se sont constituées autour de thématiques
biologiques ou tout simplement en vue de réunir les séquences d'une méme espéce et d'en enrichir les

annotations pour diminuer, ou lever les ambiguités laissées par les grandes banques publiques. A titre
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d’exemple, on peut citer la banque d’alignement de structures HOMSTRAD, les banques de domaines
de protéine PFAM, ProDom, ou SMART, les banques de régions ou de motifs conservés Blocks,

PRINTS mais également des banques de motifs/signatures spécifiques comme Prosite.

2.34.1 Prosite

Prosite (Hulo et al., 2006) est une banque originale et peut étre considérée comme un dictionnaire
qui recense des motifs (ou signatures) protéiques ayant une signification biologique. Elle est établie en
regroupant, quand cela est possible, les protéines contenues dans Swiss-Prot par famille comme par
exemple les kinases ou les protéases. On recherche ensuite, au sein de ces groupes, des motifs
consensus susceptibles de les caractériser spécifiquement. La construction de cette base repose sur
quatre critéres essentiels : i) collecter le plus possible de motifs significatifs, ii) avoir des motifs
hautement spécifiques pour caractériser au mieux une famille de protéines, iii) donner une
documentation compléte sur chacun des motifs répertoriés, et iv) faire une révision périodique des
motifs pour s'assurer de leur validité par rapport aux dernicéres expérimentations. L'essentiel de
l'expertise est basé sur un réseau de correspondants spécialistes des sujets traités. La base est organisée
en deux parties. La premicre contient l'identification et la description de chaque motif. La deuxiéme

contient I'information qui documente chaque motif (Bairoch, 1993 ; Bairoch et Bucher, 1994).

Dans le cas des P450s, la fiche documentaire a pour le numéro d’accession PDOC00081, et pour
titre « Cytochrome P450 cysteine heme—iron signature ». Cette fiche répertorie les informations
générales des P450s telles que leur description, quelques références ainsi que 1’entrée du motif
PROSITE des P450s proprement dite. Celle-ci dispose également d’un nom et d’un numéro
d’accession (PS00086) ainsi que la régle associée pour détecter les P450s sur UniProtKB/Swiss-Prot
et la PDB (grace aux références croisées). Ce motif, correspond a peu prés a la signature
caractéristique des P450s vu dans le premier chapitre (Figure 1-4, page 16) :

[FW]-[SGNH]-x-[GD]-{F}-[RKHPT]-{P}-C-[LIVMFAP]-[GAD].

Dans ce motif de 10 résidus, les crochets « / / » correspondent aux résidus possibles a la position
donnée, le caractére x, a n’importe quel résidu, et les accolades «{ } », a un résidu facultatif a une
position donnée. Cette signature (Cys-Pocket) est retrouvée sur 782 séquences des 283 454 séquences
d’UniProtKB/Swiss-Prot (version 54.2) ainsi que tous les P450s présent sur la PDB. A noter que
parmi ces 782 séquences, seuls 753 correspondent réellement a des P450s et 29 correspondent a des
protéines non P450s. Par ailleurs, 42 séquences de P450s ne présentent pas ce motif et ne sont pas

détectées par Prosite (source : http:/www.expasy.org/prosite/PS00086)
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2.3.4.2 Blocks

La base BLOCKS (Henikoff et al., 1999) est également basée sur un systéme qui détecte et
assemble les régions conservées de protéines apparentées. La détection des blocs similaires de
séquences est effectuée sur des alignements multiples de séquences. Un bloc ne contient pas
d’insertion ni de délétion. L'ensemble de tous ces blocs forme la base. C'est ainsi que Henikoff et
Henikoff (1991) ont défini 1764 blocs a partir des 437 groupes de protéines recensés durant
I'établissement de PROSITE. Les motifs représentés par la base BLOCK sont généralement plus courts
que ceux donnés par la base PROSITE mais les différences fondamentales entre ces deux banques
résident dans la représentation des données. Les motifs de PROSITE sont définis sous forme de
chaines de caractéres prenant en compte des insertions et des ambiguités sur les acides aminés
conservés alors que les motifs de la base BLOCK sont représentés par blocs d'alignements multiples.
Dans la banque de données Blocks, les blocks sont générés automatiquement a 1’aide du programme
PROTOMAT (Henikoff et Henikoff, 1991), a partir des entrées de la base InterPro et en utilisant des
séquences issues de Swiss-Prot et TTEMBL, en association avec des références croisées a PROSITE

et/ou PRINTS et /ou SMART et/ou PFAM et/ou ProDom (toutes ces bases se référencent entre elles).

2.3.4.3 Pfam

Pfam (Bateman et al., 2004) est une banque de domaines de familles protéiques. Elle contient une
large collection d’alignements de séquences multiples ainsi que les profils associés de modeles de
Markov cachés (HMM pour Hidden Markov Model) qui permettent de retrouver ces domaines dans de
nouvelles séquences. Pour chaque famille, Pfam fournit également une annotation fonctionnelle, les
références bibliographiques ainsi que des liens vers d’autres banques de données. Chaque famille dans
Pfam est représentée par deux alignements de séquences multiples : (i) un alignement dit seed (graine)
contenant un petit nombre de membres de la famille et (ii) un alignement complet qui contient tous les
membres qui peuvent &tre détectés dans la base. Tous les alignements sont effectués a partir de
séquences provenant de la pfamseq (une banque construite a partir de la SwissProt et de la TrEmbl),
un ensemble de protéines non redondantes issues de la Swiss-Prot et SP-TrEMBL. Le profil HMM est
alors construit a partir de 1’alignement seed en utilisant le package HMMER (http:/hmmer.wustl.edu/)

qui permet une recherche de nouvelles séquences sur cette méme banque pfamseq. Selon un seuil
défini, les séquences trouvées sont alors incorporées a ’alignement complet. A ce jour, dans la version
22.0 de Pfam (juillet 2007), on répertoric 9318 entrées (ou familles). L’entrée correspondante aux
P450s est la PF00067. 11 s’agit d’un domaine d’une vingtaine de résidus, placé coté C-terminal. Cette
entrée est définie a partir d’un alignement seed comprenant 51 séquences, 1’alignement complet quant

a lui comporte 6906 séquences de P450s.
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2.3.44 HOMSTRAD
HOMSTRAD —pour Homologous Structure Alignment Database— (Mizuguchi et al., 1998) est

une banque d’alignement de structures de familles homologues (1032 familles / 3454 structures
alignées en 2005). L’homologie, ordinairement utilisé¢ dans le sens d’origine évolutionnaire commune,
est ici inférée par un degré d’identité suffisamment élevé. Les classifications de SCOP, Pfam,
PROSITE et SMART sont combinées avec les résultats de recherche de similarités de PSI-BLAST et
de FUGUE — une méthode de threading liée a HOMSTRAD — pour définir les familles, qui sont
représentées de maniére a montrer 1I’environnement structural local de chaque résidu. Les alignements
structuraux sont réalisés automatiquement par les logiciels MNYFIT (Sutcliffe et al., 1987), STAMP
(Russell & Barton, 1992) et COMPARER (Sali & Blundell, 1990; Zhu et al., 1992) puis vérifiés par

une expertise humaine.

HOMSTRAD est la banque utilisée dans le logiciel SYBYL (Tripos Inc, St Luis, USA) pour

construire des modeles par homologie.

2.3.5 Recupération des données de banques

La récupération d’information telle que la séquence ou la structure d’une protéine est trés aisée
dés lors que 1’on dispose de son identité ou de son numéro d’accession. Elle se fait a I’aide d’une
simple requéte a partir des logiciels dédiés comme GCG (Devereux et al., 1984) ou SRS (Etzold et
Argos, 1993). En revanche, lorsqu’on désire récupérer les séquences « voisines » ou les structures
proches de notre protéine d’intérét, des techniques d’alignements sont nécessaires. Elles permettent de
récupérer uniquement les séquences dont le score d’alignement excéde un certain seuil. Un alignement
repose sur une notion de ressemblance entre séquences qu’il convient définir. Ainsi, par exemple, on
peut mesurer le pourcentage d’identité global entre deux séquences aprés alignement. On peut aussi
utiliser le nombre et la qualité de sous-alignements locaux entre deux séquences. Les méthodes de

recherches sont donc basées sur des alignements et des scores attribués a ces alignements.

Communément, pour récupérer les séquences « voisines » d’une protéine étudiée, les outils les
plus utilisés sont FASTA (Pearson et Lipman, 1988), BLAST (Altschul et al., 1990) ou PSI-BLAST
(Altschul et al., 1997), qui sont des heuristiques d’alignement. A noter également que chaque banque
de données précédemment décrite dispose dans la plupart des cas de son propre « moteur » de
recherche. Au cours de ma thése, je me suis principalement servi de BLASTP et PSI-BLAST pour

récupérer les séquences d’intérét.
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Il existe parallelement des logiciels analogues a BLAST pour la recherche de structures
« voisines » d’une protéine. Certains ont été abordés plus haut comme le serveur DALI de la base
FSSP. 1I existe également de nombreux outils comme par exemple le trés récent logiciel YAKUSA
(http://www.rpbs.jussieu.fr/Yakusa/) mis au point par M. Carpentier (Carpentier et al., 2005) de
I’ Atelier de Biolnformatique (ABI) avec lequel je travaille en étroite collaboration. Ce logiciel utilise
le concept des angles 0 (coordonnées internes) pour les aligner les structures. Les angles O sont

également utilisés par I’un des outils que j’ai utilisé pour comparer les structures de P450s (GOK).

2.4 Traitement des données sources

L’étape qui suit la récupération des données sources est celle de comparaison entre les données
récupérées. Nous décrirons dans le paragraphe qui suit, les diverses méthodes d’alignements de

séquences et de structures.

2.4.1 Comparaison de séguence a séquences : matrice s et algorithmes

La recherche de similitude entre séquences est un élément fondamental qui constitue souvent la
premicre étape des analyses de séquences. Elle permet de révéler des régions proches dans leur
séquence primaire en considérant le minimum de changements en insertion, suppression, ou
substitution qui séparent deux séquences. Cette méthode est largement utilisée dans les recherches de
motifs sur une séquence, dans la caractérisation de régions communes ou similaires entre deux ou
plusieurs séquences, dans la comparaison d'une séquence avec l'ensemble ou sous-ensemble des
séquences d'une base de données, ou bien encore dans I'établissement d'un alignement multiple sur
lequel sont basées les analyses d'évolution moléculaire. Pour aligner deux séquences entre elles, il est
possible de chercher a optimiser le pourcentage de positions identiques dans 1’alignement. Néanmoins,
cette mesure ne tient pas compte de la fréquence relative des différents acides aminés qui composent
les protéines. Or, cette fréquence est trés variable. Ainsi, dans un alignement de séquence, la
conservation d’un acide aminé «rare » (Tryptophane, Cystéine) n’a pas la méme significativité
statistique que la conservation d’un acide aminé « abondant » (Alanine, Valine). De plus, certains
acides aminés présentent des structures et des fonctions chimiques voisines. Le remplacement d’un
acide aminé par un autre acide aminé de fonction voisine peut étre considéré comme une forme de
conservation. Afin de tenir compte des caractéristiques propres a chaque acide aminé, des matrices de

scores, appelée matrice de similarité, ont ét¢ développées.
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2.4.1.1 Les matrices de scores

Pour quantifier la similitude entre séquences, un score est calculé pour chaque paire d’acides
aminés alignés. Ce score peut étre un score de distance (2 minimiser) ou de similarité (a maximiser).
Ces matrices de scores servent donc a réaliser une pondération de remplacement d’un acide aminé par
un autre selon divers critéres. Il s’agit donc d’attribuer des scores différents aux ~200 « mutations »
symétriques possibles (20x19/2) entre acides aminés. Plusieurs matrices ont été développées, basées
sur les caractéristiques physico-chimiques des acides aminés, mais surtout a partir d’analyse
statistiques des substitutions au sein d’un ensemble de familles de séquences alignées. Ces derniéres,

telles que les matrices PAM ou BLOSUM, sont couramment utilisées.

PAM. M. Dayhoff et ses collegues ont établi une méthode permettant d’estimer la probabilité
qu’un acide aminé 7 soit remplacé par un acide aming j a une position donnée au cours de 1’évolution,
sans que la fonction de la protéine ne soit altérée (Dayhoff et al., 1972, 1978 ; Kosiol et Goldmann,
2005). Cette estimation repose sur I’analyse d’alignements de séquences proches au sein desquelles il
est peu probable qu’une mutation de A vers B résulte de mutation successives A-X Y —B. Elle a
été obtenue a partir de 1’analyse de 71 alignements globaux de famille de protéines (~1300 séquences)
trés semblables (& 85% d’identité en séquences). Les matrices de probabilités de mutation issues de
ces analyses dépendent donc des différences de séquences, fréquences et mutations observées au sein
de ces 1300 séquences pour 100 sites estimés sur un temps d'évolution particulier (1 mutation sur 100
sites). On parle alors d'une 1PAM (1 Percent Accepted Mutations) matrice. Si la matrice est multipliée
par elle-méme un certain nombre de fois, une matrice XPAM est obtenue, et donne des probabilités de
substitution pour des distances d'évolution plus grande. Pour étre plus facilement utilisable dans les
programmes de comparaison de séquences, chaque matrice XPAM est transformée en une matrice de
similitudes PAM-X appelée matrice de mutation de Dayhoff. Cette transformation revient a diviser la
probabilité de substitution observée pour une paire, par les fréquences des deux acides aminés la
composant. On obtient une chance (« odd »), c'est-a-dire un rapport de probabilit¢ (la probabilité
d’obtenir une substitution observée dans des alignements de familles, divisée par la probabilité
d’obtenir cette substitution par hasard (due seulement a la composition des séquences). Afin
d’additionner les scores (au lieu de multiplier les probabilités) on prend le logarithme de cette
« chance » (« log-odd »). C’est ce nombre (ramené a un entier) qui constitue le score d’alignement
d’une paire d’acides aminés. Des études de simulation ont montré que la PAM-250 semble optimale
pour distinguer des protéines apparentées de celles possédant des similarités dues au hasard (Schwartz
et Dayhoff, 1979). C'est pourquoi, la matrice PAM-250 est devenue la matrice de mutation standard de

Dayhoff. Cette matrice est basée sur un échantillon assez large et représente assez bien les probabilités
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de substitution d'un acide aminé en un autre suivant que cette mutation engendre ou pas des
changements dans la structure ou la fonctionnalité des protéines. Néanmoins, elle présente un certain
nombre d'inconvénients. Principalement, elle considére que les points de mutation sont équiprobables
au sein d'une méme protéine (George et al., 1990). Or, on sait que ceci n'est pas vrai et qu'une protéine
peut présenter plusieurs niveaux de variabilité le long de la séquence. De plus, l'ensemble des
protéines utilisé en 1978 n'est pas entiérement représentatif des différentes classes de protéines
connues. Ainsi 1'échantillon de 1978 était composé essentiellement de petites molécules solubles tres
différentes des protéines membranaires ou virales que l'on peut étudier aujourd’hui. Ce constat a
conduit a une réactualisation de la matrice (Jones et al., 1992) en considérant 16 130 séquences issues
de la version 15 de Swiss-Prot, ce qui correspond a 2 621 familles de protéines. Cette étude a permis
de prendre davantage en compte les substitutions qui étaient mal représentées en 1978. Une autre
critique —mais qu’on peut adresser a I’ensemble des matrices de scores— est que 1’on ne prend pas en

compte I’environnement (voisinage) de la paire considérée.

BLOSUM. On doit cette matrice a Henikoff et Henikoff (Henikoff et Henikoff, 1992). Une
approche différente a été réalisée ici pour mettre en évidence le caractére de substitution des acides
aminés. Alors que les matrices PAM dérivent d'alignements globaux (cf. la recherche d'alignements
optimaux page 85) de protéines trés semblables, ici le degré de substitution des acides aminés a été
mesuré en observant des blocs d'acides aminés issus de protéines plus €loignées. Chaque bloc est
obtenu par l'alignement multiple sans insertion-délétion de courtes régions trés conservées (cf. la base
BLOCK page 80). L’hypothése sous-jacente est que ces blocs correspondent a des ¢éléments bien
conservés au sein des structures tridimensionnelles des protéines correspondantes. Au sein de chaque
alignement, les s€quences sont ensuite regroupées en familles partageant plus d’un certain pourcentage
seuil d’identité. Les fréquences de substitution pour toutes les paires d’acide aminé sont alors
calculées et permettent d’obtenir une matrice logarithmique de probabilité dénommée BLOSUM
(BLOcks Substitution Matrix). Différentes matrices ont été calculées en faisant varier le pourcentage
d’identité seuil. A titre d’exemple, la matrice BLOSUMS62 (cf. Figure 2-9) a été obtenue en utilisant
un seuil de 62% d’identité : si deux séquences d’un méme alignement initial partagent plus de 62%
d’identité, elles ne sont alors représentées qu’une seule fois dans I’alignement servant a construire la

matrice BLOSUMG62.



Traitement des données sources 85

ARNDCQEGHILKMFPST WYVBZX*
A4-1-2-20-1-10-2-1-1-1-1-2-110 -3-20-2-10-4
R-150-2-310-20-3-22-1-3-2-1-1 -3-2-3-10-1-4
N-2061-30001-3-30-2-3-210 -4-2-330-1-4
N-2-216-302-1-1-3-4-1-3-3-10-1 -4-3-341-1-4
C0-3-3-39-3-4-3-3-1-1-3-1-2-3-1-1 -2-2-1-3-3-2-4
Q-1100-352-20-3-210-3-10-1 -2-1-203-1-4
E-1002-425-20-3-31-2-3-10-1 -3-2-214-1-4
G0-20-1-3-2-26-2-4-4-2-3-3-2 0-2 -2-3-3-1-2-1-4
H-201-1-300-28-3-3-1-2-1-2-1-2 -22-300-1-4
1-1-3-3-3-1-3-3-4-342-310-3-2-1 -3-13-3-3-1-4
L-1-2-3-4-1-2-3-4-324-220-3-2-1 2-11-4-3-1-4
K-120-1-311-2-1-3-25-1-3-10-1 -3-2-201-1-4
M-1-1-2-3-1 0-2-3-212-150-2-1-1 -1-11-3-1-1-4
F-2-3-3-3-2-3-3-3-100-306-4-2-2 13-1-3-3-1-4
P-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-4 7-1-1 -4-3-2-2-1-2-4
S$1-110-1000-1-2-20-1-2-141 -3-2-2000-4
T0-10-1-1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-115 -2-20-1-10-4
W-3-3-4-4-2-2-3-2-2-3-2-3-11-4-3-2 12-3-4-3-2-4
Y-2-2-2-3-2-1-2-3 2-1-1-2-1 3-3-2-2 27-1-3-2-1-4
v0-3-3-3-1-2-2-3-331-21-1-2-20 -3-14-3-2-1-4
B-2-134-301-10-3-40-3-3-20-1 -4-3-341-1-4
Z-1001-334-20-3-31-1-3-10-1 -3-2-214-1-4
X0-1-1-1-2-1-1-1-1-1-1-1-1-1-2 0 0 2-1-1-1-1-1-4
*-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4 4-4-4-4-4-41

Figure 2-9 Matrice de substitution BLOSUMS62. Les scores positifs indiquent les acides aminés considérés
comme similaire. Les scores de la diagonale correspondent aux valeurs attribuées en cas d’identité. On compte 24
acides aminés au lieu de 20 : X et * correspondent a des acides minés indéterminés, B correspond a D ou N, et Z
peut remplacer E ou Q.

11 est a noter que par la suite, d’autres matrices ont vu le jour, dérivées d’alignements structuraux

(Risler et al., 1988 ; Overington et al., 1990 ; Bowie et al., 1991).

2.4.1.2 La prise en compte des insertions dans les alignements par paires

La comparaison locale de deux séquences, qu’elles soient nucléiques ou protéiques, repose sur
une hypothése d’évolution par mutations ponctuelles, a savoir, 1’un des trois cas de figure qui suit : (i)
le remplacement d’un acide aminé ou d’un nucléotide par un autre, (ii) une délétion (iii) ou une
insertion. Afin d’évaluer la qualité d’un alignement, un score élémentaire issu de la matrice de
substitution est calculé a chaque position alignée et une pénalité est également calculée en cas
d’insertion ou de délétion («indel »). La valeur attribuée aux pénalités d’indel est généralement
calculée avec une loi affine associant une pénalité d’ouverture de 1’indel a une pénalité d’extension
augmentant linéairement avec la longueur de I’indel. L’avantage de ce calcul est sa simplicité mais la
mod¢élisation de la pénalité a attribuer aux insertions fait encore 1’objet d’optimisation, en particulier

dans le cas de I’alignement de séquences tres divergentes.

2.4.1.3 Les algorithmes d’alignement

Il existe un certain nombre de fagon d’aligner deux séquences entre elles en tenant compte des
insertions et/ou délétions. Ainsi, pour deux séquences de longueur M et NV, le nombre d’alignements

possibles est de n=2"2". Par exemple, rien que pour deux séquences de 20 résidus, il y aurait 2**
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facons différente d’aligner, soit a peut prés 137 milliards de combinaisons possibles. Il existe une

solution pour trouver 1’alignement optimal : la programmation dynamique.

Programmation dynamique. Les méthodes de programmation dynamique sont des approches
algorithmiques développées par le mathématicien Richard Bellman visant a réduire la complexité de
certains problémes combinatoires par recherche d’optimum de sous problémes. Appliquées au
probléme des alignements de séquences, les méthodes programmation dynamique construisent un
alignement optimal de sous-séquences de plus en plus longues en utilisant les scores obtenus pour les
sous-séquences. Les méthodes de programmation dynamique les plus couramment utilisées pour les
alignements de séquences sont les algorithmes de Needleman et Wunsch (1970) et Smith et Waterman

(1981).

Needleman et Wunsch (NWS). L’algorithme de Needleman et Wunsch a été développé pour
réaliser I’alignement global de deux séquences protéiques (Needleman et Wunsch, 1970). Cet
algorithme s’organise en deux étapes. Une matrice d’alignement dont les deux dimensions
correspondent aux deux séquences a aligner, est remplie a chaque position par le score maximal d’un
alignement qui se terminerait a cet élément (régle de récurrence simple présenté a la Figure 2-10)
selon la formule suivante :

S(i - l,j - 1) + SSubMatrix(a,,a/)
SG,j)=max{ S@,j-k)+kxW,,
SE=1,)) +IXW,,

Ou S(i,j) est le score somme de la case d'indice i et j, Ssusmurivaiay 1€ score de la matrice de
similarité (score PAM ou BLOSUM par exemple) entre I’acide aminé a; et a;, et Wi, la pénalitée
d’insertion d’un gap sur la séquence. A chaque case de la matrice, le chemin d’ou ’on provient

(substitution, délétion ou insertion) est noté.

Enfin, la matrice d’alignements, parcourue en sens inverse, a partir du bout des deux séquences en
remontant le chemin not¢, permet d’identifier I’alignement global optimal entre les deux séquences
(fleches vertes dans la Figure 2-11). De nombreux programmes utilisent cet algorithme d'alignement.
Le programme ALIGN (Dayhoff et al., 1979) en est une application directe avec l'utilisation de

pénalités a deux paramétres (dépendant et indépendant de la longueur).
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Figure 2-10 Construction de la matrice des scores d'alignement entre les deux séquences « HEAGAWGHEE »
et « PAWHEAE » calculée a partir d’une matrice de similarité basée sur les scores de substitution BLOSUMG62 et
un colt d’insertions (Winsert) constant de -8. La séquence horizontale est indicée en I et la séquence verticale en j.
Pour chaque cellule, le score maximal obtenu a partir des trois fléches de couleurs est attribué a cette cellule. Dans
I’exemple, la fléche rouge correspond a une absence d’insertion et le score associ¢ se calcule par S(7,7)= S(i-1,j-
1)+ SBLOSUM62(W,H) =-16 —2=-18, la fleche verte a une insertion dans la séquence 1 dont le score associé est
S(i,j)= S(i,j-k) + k*Winsert = -10 -8 =18 avec (k=1), et la fléche bleue, 4 une insertion dans la séquence 2
ayant un score associé¢ de S(i,j) = S(i-1,j) + [*Winsert = -24 -8= -32 (I=1). Dans la Figure 2-11 ci-dessous,
seuls les parcours passant par les fleches bleues et vertes sont conservés car ils sont associés aux trajectoires ayant
fourni les scores maxima.
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Figure 2-11 Lecture de la matrice de scores d’alignement afin d’identifier 1’alignement optimal par
I’algorithme NWS. Les fleches indiquent a partir de quelle cellule le score d’alignement a été obtenu a 1’étape de
construction de la matrice (F igure 2-10). Les fléches vertes indiquent le parcours produisant le score optimal
parmi les fleches rouges illustrant les sous-parcours optimaux. Les fléches bleues indiquent les parcours
produisant les mémes scores que le parcours optimal. L’alignement optimal (parcours vert) est présenté en
également.
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Smith-Waterman. L’algorithme de Smith et Waterman (Smith et Waterman, 1981) permet
d’identifier le(s) meilleur(s) alignement(s) local(aux) deux séquences. La procédure est directement
inspirée de celle de Needleman et Wunsch. La principale différence vient du fait que n’importe quelle
case de la matrice d’alignement peut étre considérée comme un point de départ pour une trajectoire
maximisant un score d’alignement. On arrive a ce comportement en réinitialisant le score a 0 des qu’il
devient inférieur a 0. Ainsi, la case en question peut &tre considérée comme un nouveau point de
départ d’un petit alignement de type NWS (qui s’arrétera dés que le score diminue). Une fois la
matrice d’alignement remplie, il suffit de noter la case de score le plus élevé et de remonter jusqu’au
prochain zéro pour obtenir le meilleur alignement local (on peu répéter 1’opération pour obtenir les

autres meilleurs alignements locaux)
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Figure 2-12 Lecture de la matrice de scores d'alignement afin d'effectuer l'alignement optimal par l'algorithme
de Smith et Waterman. Les fléches indiquent a partir de quelle cellule le score d’alignement maximal a été obtenu
a I’étape de construction de la matrice. Les fléches vertes indiquent le parcours produisant le score optimal parmi
les fléches rouges illustrant les sous-parcours optimaux. L’alignement optimal correspondant au parcours vert est
présenté.

Développement des méthodes heuristiques. Les méthodes de programmation dynamique
permettent 1’obtention d’un alignement optimal entre deux séquences, mais elles présentent en
contrepartie un cofit en temps de calcul et en mémoire important. Ces méthodes sont donc adaptées
pour aligner un nombre limité de séquences, mais sont moins utilisées pour comparer une séquence
avec un grand ensemble de séquences (bases de données)’. Le but de ces méthodes heuristiques est de
calculer a moindre coiit des alignements pas nécessairement optimaux mais de qualité suffisante pour
établir des relations de similarités entre les séquences. Ces méthodes heuristiques ont été déja

évoquées précédemment : il s’agit des algorithmes FASTA et BLAST.

> Du moins, jusqu’a présent, car vu I’augmentation des puissances de calcul, les logiciels tels que BLITZ
(Sturrock et Collins, 1994) ou SSEARCH (Pearson, 1991) permettent de le faire a présent.
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FASTA Algorithm

-+— Sequence A ——

--— Sequence A

Figure 2-13 Algorithme FASTA. (a) Comparaison de la position et de la nature de segments de longueur L
entre deux séquences afin de repérer les régions les plus denses en identités partagées. (b) Evaluation des 10
régions présentant les plus hauts scores de similarité calculés a partir des matrices de substitution. Cette étape
correspond a une recherche de similitude sans insertions. Le score init/ est attribué a la région ayant le plus fort
score parmi les 10 analysées (initn est le score incluant les autres régions). (c) Jonction des régions précédentes,
s’il en existe au moins deux et si chacune d’elles posséde un score supérieur a un seuil donné. Ce seuil correspond
a un score moyen attendu pour des régions non apparentées. Les régions initiales sont réunies a chaque fois que
leur score diminué d’une pénalité de jonction est supérieur ou égal au score init/. Cette étape permet d’éliminer les
segments peu probables parmi ceux définis a 1’étape précédente. (d) Alignement optimal (par programmation
dynamique) des deux séquences en considérant uniquement les régions définies a 1’étape précédente avec calcul
d’un score (opt). Cette étape n’est accomplie que pour les « meilleurs » séquence de la banque (Source Barton,

1996)
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FASTA est un logiciel d’alignement de séquences aussi bien protéiques que nucléiques. Il a été
pour la premiére fois décrit par D.J Lipman et W.R Pearson (Pearson et Lipman, 1988) sous le nom de
FASTP car il n’était élaboré que pour la recherche de similarité dans les séquences protéiques. FASTA
est apparu ensuite comme une amélioration de FASTP, incluant la recherche de similarité entre
séquence nucléique contre séquence nucléique, et séquence de protéine traduite contre séquence
nucléique. Cette nouvelle version de FASTA incorpore une évaluation de la signifiance statistique des
alignements obtenus. Le logiciel FASTA présenté précédemment procéde en quatre étapes telles
présentées sur la Figure 2-13. Le programme calcule ensuite un z-score qui correspond & un score

diminué de la moyenne des scores des séquences de la banque et normalisé par 1’écart type des scores.

BLAST (pour Basic Local Alignement Searc Tool) développé par S.F Altschul (Altschul et al.,
1990), est lui aussi un outil pour comparer les séquences biologiques primaires. A ce jour, il est
certainement 1’outil le plus utilisé en bioinformatique, probablement parce qu’il repose sur une grande
efficacité algorithmique associée a une fiabilité statistique suffisante. Ces deux propriétés font de lui
I’un des programmes de recherche les plus rapide a ce jour, permettant ainsi la recherche sur des
grandes banques de données. Il permet ainsi de répondre a ce genre de questions qu’un chercheur a
I’habitude de se poser: « D’ou provient cet ADN que je viens juste de séquencer ? » ou encore
« Quels autres génes codent pour des protéines qui présentent des structures ou motifs tels que celui
dont je viens de déterminer ? » etc. ... BLAST s’est vu décliné en plus de 7 versions différentes,
comme BLASTN qui compare deux séquences nucléiques, BLASTP, deux séquences protéiques,
BLASTX une protéine traduite a partir d’une séquence nucléique selon les 6 cadres de lecture... L’une
de ces versions, appelé PSI-BLAST présente des caractéristiques fort intéressantes car 1’algorithme est
itératif et permet un affinement de la recherche basée sur les similarités déja trouvées. Tout comme
FASTA, BLAST est une heuristique d’alignement local. Son fonctionnement peut étre décrit en trois
étapes. D’abord, il cherche des coincidences de mots de longueur W (usuellement égale a W=3 pour
les séquences protéiques) qui se ressemblent entre la séquence requéte et les séquences de la banque.
Pour ce faire, BLAST calcule un dictionnaire des mots équivalents a ceux de la séquence requéte et ne
conserve que ceux dont le score d’alignement obtenu a I’aide d’une matrice de substitution, dépasse un
certain seuil (seuil "T"). Une fois ces mots rangés, BLAST parcours ensuite les séquences de la
banque, et s'arréte a chaque mot d'une séquence de la banque ayant un correspondant dans le
dictionnaire de mots similaires tiré de la séquence. BLAST essaie alors d'étendre I'alignement local
(sans insérer de gap) de part et d'autre des ces "amorces" — constituées des 2 mots coincidant — pour
obtenir un alignement local optimal (ou HSP pour "High-scoring Segment Pairs") dont le score est au

moins & S ou une E-value inférieur a un seuil spécifié.
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The BLAST Search Algorithm

query word (/= 3)
Query: GSVEDTTGSOSLAALLNECKTEQGORLVNGY IKOPLMDENRIEERLNLVE AFVEDAELROQTLQEDL

PG 18
FEG 15
FRG 14

neighborhood gg i:

words PDE 13
FHG 13

PMG 13 neighborhood

i score threshold

PON 12 (T=13)
oe..

- == =

Query: 325 SLAMLNECETPQGORLVNOWIKOPLMDENRIEERLNLVEA 365
+LA++L+ TF G B++ +i+ P+ D + ER + A

Shjer: 290 TLASVLDCTVTPMGSRMLERWLHMPVEDTEVLLERQOTIGA 330

High-scoring Segment Pair (HSP)

Figure 2-14 Algorithme du logiciel BLAST (Altschul et al., 1990) (source de la figure:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/BLAST algorithm.html)

Pour évaluer la validité statistique d’un alignement, le programme BLAST s’appuie sur une
expression analytique qui permet de calculer la probabilité d’obtenir 1’alignement par hasard a partir
du score de I’alignement en question. La distribution des scores d’alignement obtenus par la
comparaison d’une séquence avec ’ensemble des séquences d’une base de données est supposée
suivre une loi de distribution dite des valeurs extrémes. Fonction du score, la E-value (ou nombre

d’alignement attendu par hasard ayant un tel score) peut s’écrire de la fagon suivante :
E-value=KxL XL, x o~ AxScore

Dans cette expression L; et L, sont des longueurs des deux séquences a aligner, K et A des
parametres de normalisation ajustés en fonction de la matrice de substitution utilisée, de la taille de la
base de données, de la taille des séquences. Plus la E-value est faible, plus I’alignement est supposé

significatif.
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2.4.2 Les méthodes d’alignements multiples

La recherche par paires entre une séquence d’intérét et les séquences des bases de données a
permis d’identifier un ensemble de séquences (supposées homologues). L’étape qui suit a pour objectif
d’agencer en colonne les acides aminés qui possedent la méme histoire évolutive : c’est 1’étape
d’alignement multiple. L’obtention d’alignements multiples constitue une étape essentielle de
I’analyse bioinformatique : elle permet de mettre en évidence les positions importantes pour la
structure et/ou la fonction. Dans le contexte de la prédiction de structure, I’optimisation des

alignements multiples revét donc une importance cruciale.

2.4.2.1 Méthodes optimales

L’algorithme de programmation dynamique (NWS) décrit précédemment pour deux séquences est
généralisable a ’alignement de N séquences (Kruskal et Sankoff, 1983). Le souci qu’on rencontre lors
d’utilisation de cet algorithme est sa complexité en temps et en mémoire (de ’ordre de O(NY)).
Quelques astuces ont été mises au point pour accélérer le temps de calcul, comme dans la méthode
MSA ou la matrice n-dimensionnelle est « tronquée de ses coins », mais les calculs demeurent de

infaisables sur plus d’une dizaine de séquences.

2.4.2.2 Méthodes heuristiques

De la méme maniére que pour les alignements deux a deux, des méthodes heuristiques ont été
développées pour pallier a la complexité de I’algorithme. Une fagon de résoudre le probleme de
I’alignement de N séquences consiste a utiliser une procédure progressive d’alignement par paires qui
peut étre esquissée comme suit : (i) Alignement par programmation dynamique des deux premicre
séquences, (ii) Alignement de la 3° séquence avec I’alignement précédent, (iii) Alignement de la
séquence N avec I’alignement obtenu sur les N-I premiéres séquences. Ce type de méthode présente
toutefois une part de difficulté : il faudra toujours définir I’ordre dans lequel les séquences doivent étre
prises en compte car 1’alignement final en dépend. Plusieurs solutions ont été envisagées pour
contourner ce dernier probléme. Il est possible dans un premier temps de limiter la difficulté a
I’alignement de trois courtes séquences (Murata et al., 1985) ou de séquences relativement proches
(Bains, 1986). On peut également chercher a définir d’abord « I’ordre de passage » des séquences a
traiter au moyen d’arbres de distances (Higgins et al., 1992 ; Higgins et Sharp, 1988 ; Sankoff et al.,
1976) ou en utilisant les scores obtenus par alignement par paire des différentes séquences pour
ensuite les aligner en sous groupes, puis en groupes (Corpet, 1988 ; Taylor,1987). Un nombre

important de logiciels et de programmes exploitent ces différentes approches : il serait long de tous les
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présenter. Ici, on se propose de décrire ClustalW, 1’'un des plus simples, rapides largement utilisé (et

aussi cours de cette thése).

CLUSTALW. De tous les logiciels, Clustal W (Thompson et al., 1994) est sans conteste ['un des
plus populaire dans la production d’alignements multiples a partir de séquences récupérés a partir d’un
BLAST par exemple. Il procede en plusieurs étapes. La premicére étape calcule un arbre
« dendogramme » qui sert de guide pour I’alignement multiple. Pour cela, un alignement de toutes les
séquences deux a deux est effectué par un algorithme relativement frustre mais extrémement rapide
(n.(n-1) comparaisons) qui donne un score de distance pour chaque couple. Un arbre est alors construit
par Neighbor-Joining a partir de la matrice des distances. Les deux séquences les plus proches sur
I’arbre sont alignées. Un « profil » est alors construit a partir de cet alignement. Chaque position de ce
profil représente la « moyenne » des deux séquences de la paire. La séquence suivante (ou profil de
séquences déja alignées) la plus proche (par rapport a la topologie de 1’arbre) est alors alignée sur le
profil de la paire. On peut noter que les gaps aux positions terminales des séquences ne cofitent rien.
Les gaps seront introduits soit dans la nouvelle séquence (ou le nouveau profil), soit dans le profil. Ce
point représente une des principales limites du programme car il lui est impossible d’effectuer un gap

ou de le recalculer sur seulement une portion des séquences déja alignées.

2.4.2.3  Alignements multiples et profils.

PSI-BLAST. Les procédés heuristiques précédemment décrits générent généralement un grand
nombre d’insertions qui rend les alignements multiples difficiles a exploiter. Ces procédés constituent
néanmoins une premiére approximation efficace. PSI-BLAST a été créé pour rechercher des
homologies éloignées, a faible identité de séquence. Sa premiére itération est un simple BLASTP qui
va donner les voisins proches de la séquence protéique recherchée. A partir des résultats obtenus, la
distribution des acides aminés et des insertions dans chaque colonne de 1’alignement multiple permet
d’extraire une fréquence d’occurrence pour chaque position qui peut étre traduite en termes de scores
de probabilité sous forme d’une matrice appelée PSSM (Position Specific Score Matrix ou « profil »).
Un exemple de PSSM généré par le logiciel PSI-BLAST est illustré sur la Figure 2-15. C’est ce profil
qui est alors utilisé en remplacement de séquence dans une seconde itération pour rechercher de

nouvelles séquences.
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Figure 2-15 Représentation d'un profil paramétrant un alignement de 4 séquences, présenté en vertical a
gauche. Pour Chaque position un score de substitution différent est calculé pour chaque acide aminé et pour les

insertions (Gribskov et al., 1987).

Plusieurs itérations permettent d’affiner progressivement le profil et d’augmenter
considérablement la sensibilit¢ de la méthode de détection. Ces itérations peuvent étre effectuées
jusqu’a la convergence, c'est-a-dire qu’aucune nouvelle séquence n’est détectée. L.’avantage de cette
méthode est qu’elle « gomme » les particularités de la séquence requéte grace aux séquences voisines
(supposées étre de sa famille). Le principal reproche qu’on peut donner a cette méthode vient du fait
qu’un faux positif puisse apparaitre au cours des itérations et qu’il soit pris en compte pour construire
la PSSM : ce faux positif serait alors susceptible de biaiser ’ensemble du profil aux itérations
ultérieurs. Quelques tentatives d’optimisations ont été proposées pour réduire le danger potentiel de
I’intégration de ces faux-positifs (Schaffer et al., 2001). Par ailleurs, I’approche itérative telle qu’elle
vient d’étre décrite présente un risque : lorsque le nombre de séquences est faible, les probabilités
d’occurrence de certains acides aminés peuvent étre estimées, faussant ainsi le profil associé a la
famille de séquences homologues. Par exemple, 1’observation d’une position exclusivement occupée
par une isoleucine devrait laisser la possibilité que d’autres hydrophobes tels que la leucine ou la

valine soient également probables. Pour améliorer les profils, il est possible d’enrichir les fréquences
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observées dans I’alignement par la connaissance que 1’on a, a priori, des relations entre acides aminés.
Ces fréquences d’occurrence observées peuvent étre corrigées par la méthode de « pseudo-count »
comme c’est le cas dans PSI-BLAST. Dans cette approche, on ajoute une contribution variable des
scores des matrices BLOSUM et PAM aux fréquences observées. L’importance de ces scores de
« connaissance a priori » est pondérée en fonction de la richesse d’informations déja contenues dans

I’alignement multiple.

Les approches HMM. La notion de profil a été généralisée par le développement du formalisme
des Chaines de Markov Cachées (HMM) (Eddy, 1998). Ce formalisme associé¢ aux HMM fournit un
ensemble d’outils statistiques trés performants pour manipuler et évaluer la vraisemblance d’un
alignement. Les méthodes HMM sont trés utilisées dans le traitement des séquences a grande échelle,
dans la constitution et 1’interrogation des bases de données de domaines telles que PFAM et SMART,
mais également pour la détection et I’alignement des homologues lointains. Sans rentrer dans les
détails, le formalisme HMM permet de générer un modéle statistique d’un alignement multiple dans
lequel I’apparition des acides aminés dans 1’alignement suit un processus stochastique de Markov (la
probabilité de I’état n dépend uniquement de I’état n-7). Un alignement multiple peut étre ainsi
modélisé par une chaine d’éléments qui possédent 3 états (M pour une position alignée, I pour une
insertion, D pour une délétion) avec des probabilités d’émission et de transition attribuées entre
chacun des états (Figure 2-16). Les modeles HMM fournissent une flexibilité accrue par rapport aux
profils en autorisant les états de délétions en plus des états d’insertions, et surtout en modélisant la
relation de voisinage (ignorée dans le cas des PSSM). Les probabilités qui sous-tendent un alignement
sont inconnues (variables « cachées ») et le premier objectif est de les estimer a partir des fréquences
d’occurrence observées a chaque position. Comme pour les profils présentés précédemment, cette
information est enrichie par la connaissance a priori des probabilités d’occurrence des acides aminés

en fonction des contextes.

Le modéle HMM ainsi paramétré peut étre utilisé pour reconnaitre les séquences susceptibles
d’étre reliées aux séquences de 1’alignement tel qu’il est décrit dans la Figure 2-16. L’algorithme de
Viterbi, de fagon similaire aux algorithmes de programmation dynamique, permet d’identifier la
trajectoire la plus probable au sein du modéle HMM. Formellement, une séquence n’est pas alignée
sur un HMM. Ce qu’on mesure, ¢’est la probabilité qu’un HMM donné puisse générer la séquence
alignée de fagon optimale. La base Pfam dont je me sers pour identifier des P450s, est créée a partir

d’HHMER, un logiciel utilisant les HMM.
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Seq A: A- BT
SeqB: A- FET
Seq C: Gf-T

SeqD: A-F-T
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Figure 2-16 Architecture simplifié d’un modéle HMM (HMMER plan 7) et exemple de paramétrage.
L’alignement des trois séquences A,B et C peut étre représenté par une chaine a 4 états. Les probabilités de
transitions entre ces états déduites de I’alignement multiple sont indiquées en rouge au dessus de chaque fléche.
Les probabilités d’émission de chaque acide aminé au sein de chaque état sont indiquées au dessus du modele.
L’indentification de la trajectoire pour le HMM génére la séquence D alignée de fagon optimale par 1’algorithme
de Viterbi. La trajectoire permettant de maximiser des probabilités lors du parcours du HMM est indiquée en vert.
L’alignement optimal pour la séquence D est indiqué en haut. (Source : theése de V. Meyer)

A 4

Début

2.4.3 Comparaison de deux structures

Aprées avoir abordé les comparaisons des séquences primaires issues des bases de données, il est
intéressant de s’attarder a la comparaison de structure. Les techniques de comparaison de structures
protéiques sont essentielles dans beaucoup de domaines de recherche, notamment dans la prédiction de
structure d’une protéine et dans la compréhension de I’évolution des structures protéique. Initialement,
les premiére méthodes de comparaison servaient a comparer une structure avec elle-méme : il
s’agissait tout simplement de comparaison de postions atomiques. Treés vite, ces méthodes se sont
montrées limitées : lors de comparaison de structures différentes, un probléme de choix de
correspondance entre les éléments a comparer se posait: comme deux protéines ne sont pas
composées de la méme séquence en acides aminés, il n’est pas possible de comparer tous les atomes,
chaines latérales comprises. Dans un premier temps, il a fallu ainsi se restreindre aux atomes du
squelette peptidique. Toutefois, le réle des chaines latérales (dans le cas de reconnaissance ou fixation
de ligand) ne pouvant étre négligé, 1’incorporation de ces atomes dans la comparaison devaient étre

également prise en compte. Par ailleurs, I’organisation des structures secondaires semblait &tre
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conservée dans les protéines — méme lointaines — d’'une méme famille. Ne comparer que celles-ci
serait donc plus pertinent, au moins pour des protéines assez différentes. Au final, trois niveaux de
représentation ont pu étre recensés : une représentation « tout atome », une représentation restreinte
aux atomes du squelette peptidique et une représentation en termes de structures secondaires. A ces
trois représentations, une dernicre peut étre ajoutée : il s’agit de la représentation qui tient compte la

forme générale de la molécule.

De fagon similaire a la comparaison des séquences, 1’hypothése sous-jacente a la comparaison de
structures est généralement 1’homologie supposée de ces structures (ou d’une de leurs sous-structures).
Ainsi, on cherche a mettre en correspondance la position des acides aminés tout en tenant compte de
leur séquence et de sa divergence. Dans le cas ou I’on veut mesurer la convergence éventuelle des

structures ou des sites, la comparaison ne doit pas prendre en considération la séquence des résidus.

Quelles que soient les méthodes utilisées, le principe dans la comparaison de structure demeure
inchangé : il s’agit de mettre en correspondance un élément d’une structure avec un seul élément de
I’autre structure. L’objectif recherché est le calcul d’une mesure quantitative de similarité entre deux
structures protéiques et/ou de générer un alignement structural, souvent converti ensuite en alignement
de séquences. Quatre points sont importants lors d’une comparaison structurale. Ceux-ci ont été

définis par Holm et Sander (Holm et Sander, 1996).

- La représentation des structures : les structures protéiques sont toujours simplifiées mais les
caractéristiques conservées doivent étre suffisantes pour la comparaison. Exemples : les Ca
sont décrits par leur coordonnées cartésiennes ou par leurs distances internes ; les Structures
Secondaires sont décrites par des vecteurs ; efc...

- La mesure de similarité ou de dissimilarité: il faut pouvoir déterminer si un sous-
alignement est meilleur qu’un autre pendant le processus d’alignement. Cette mesure est bien
sir totalement dépendante de la représentation ;

- L’algorithme de comparaison: un algorithme général bien connu peut étre adapté au
probléme (recherche des cliques maximales dans un graphe, Monte Carlo...) ou un algorithme
ad hoc peut étre développé ;

- Les post-traitements : par exemple le calcul d’un score exprimant la significativité¢ des

résultats (il peut étre empirique ou statistique, humain ou automatique).
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Tout comme pour les séquences, les techniques et méthodes associées a ces comparaisons de
structures sont extrémement riches et diversifiées. Dans les sections qui suivent, ne seront présentées

que succinctement les méthodes les plus usuelles et surtout celles qui ont servi pour cette thése.

2.4.3.1 Description au niveau atomique

Les méthodes utilisant cette représentation permettent rarement de comparer des protéines
entiéres. La majorité d’entre elles sont utilisées pour 1’amarrage de molécules (docking). Elles se
regroupent usuellement en deux catégories : les méthodes comparant des atomes ou des groupes
d’atomes et les méthodes comparant des surfaces. La premiere catégorie est plus spécifique dans la
comparaison de protéines entiéres tandis que la seconde est plus utilisée pour comparer des sites
spécifiques. Dans ces catégories, il existe des méthodes de graphes, des méthodes de constructions de
motifs structuraux, des méthodes par hachage géométrique mais également les méthodes fondées sur
la forme, utilisées en morphométrie ou I’on cherche a déceler des homothéties. Toutes ces méthodes
permettent selon des principes et algorithmes différents de comparer deux structures entre elles, en

prenant en compte tous les atomes.

Etant donné qu’aucune de ces méthodes n’a été utilisée dans mon travail de thése, il n’est pas

nécessaire de s’attarder d’avantage sur ces méthodes au niveau atomique.

2.4.3.2 Description au niveau du squelette peptidique

Les méthodes utilisées a ce niveau, déja plus communes que celles décrites précédemment,
présentent deux maniéres d’aborder cette description. Dans la premiére, le squelette peptidique est
décrit par les coordonnées cartésiennes, dans la majeure partie du temps limitée a celles des Ca. Pour
comparer deux structures a 1’aide de cette description, il faut effectuer une transformation rigide d’une
structure sur I’autre. Cette description est appelée « externe » par opposition aux descriptions internes
ou les deux structures peuvent étre comparées directement. Les descriptions internes peuvent étre des
distances internes, des angles diedres (@) ou (0,T) ou encore d’autres repéres définis par des

¢léments des structures.

Mesures de similarité : les RMSD. Quelque soit les descriptions — externes ou internes — des
mesures de similarités ont été mise en place afin de comparer deux structures. La plus usitée de toutes,
est certainement le RMSD (Root Mean Square Deviation) sur les coordonnées. Il s’agit de la racine
carrée de la moyenne des carrées des distances entre les atomes mis en correspondance dans les deux

structures — décrits par leurs coordonnées cartésiennes —. Ce RMSD. est donc :
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RMSD, =

ou N est le nombre d’atomes mis en correspondance : dans la structure B, ’atome b’i est mis en
correspondance avec 1’élément «; de la structure A, et D(a,b’;) est la distance entre les atomes a; et b’;
aprés superposition optimale de tous les atomes mis en correspondance (ensembles M(4) et M(B)).
Une superposition optimale de M(4) et M(B) est donc une transformation rigide 7' (une translation-
rotation) telle que le RMSD, est minimal. 1l existe de nombreuses méthodes pour trouver cette
transformation optimale, comme celles faisant appel au formalisme fondé sur les quaternions
(Kearsley, 1989) ou encore diagonalisation de matrices (Kabsch, 1976, 1978) itérations successives
(Sippl et Stegbuchner, 1991) ou encore minimisation (McLachlan, 1979,1982). D’autres RMSD tels
que le RMSD, et I’URMS et les RMSD pour les angles, existent mais ne seront pas présentées car elles

n’ont pas été utilisées durant ce travail de thése.

Coordonnées cartésiennes des Ca. Les premicres méthodes de comparaison de structures
protéiques utilisent la description des coordonnées cartésiennes, sont généralement restreintes a la
comparaison des Ca. Dans ces méthodes, qui sont plutdét des méthodes de comparaison globale,
I’objectif est de minimiser la valeur du RMSD,.. avec un maximum de Ca en correspondance possible.
Deux types de méthodes exploitant ces propriétés se distinguent : (i) les méthodes itératives de
superposition - alignement et (ii) les méthodes basées sur des fragments structuraux similaires. Dans
un cas, il s’agit de processus itératifs ou les meilleures correspondances d’un ensemble de paires
P(A,B) entre les deux structures A et B sont recherchées. Ces processus se font en deux étapes, la
premicere par correspondance des Ca, cherche une superposition optimale des deux ensembles de
points de P(4,B), et la seconde, par programmation dynamique, détermine une nouvelle et meilleure
correspondance en prenant en compte la superposition précédemment effectuée. Les programmes tels
que SHEBA (Jung et Lee, 2000) TMalign (Zhang et Skolnick, 2005) ou encore MINAREA (Falicov et
Cohen, 1996) illustrent cette catégorie de méthodes. Dans 1’autre cas, il s’agit de travailler avec des
fragments de taille donnée pour caractériser les paires de protéines similaires. Toutefois, ces
méthodes-ci ne permettent pas ’alignement des deux structures entre elles. Ces méthodes basées sur
les fragments structuraux similaires, sont décomposées en trois étape, comprenant dans la premicre
étape une recherche de fragments similaires (AFP) dans les deux structures avec un RMSD, faible,
puis dans une seconde étape une recherche des meilleures séries de AFP, et enfin dans la dernicre

étape qui est similaire aux méthodes de superposition — alignement, un affinement de 1’alignement ou
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de la correspondance au niveaux des résidus. On retiendra ici les programmes tels que WHAT IF

(Vriend, 1990 ; Vriend et Sander, 1991) ou encore Flexprot (Shatsky et al., 2002, 2004).

Coordonnées internes : les distances « internes». L’utilisation des coordonnées internes
dispense de ’étape de superposition. Les méthodes exploitant ces coordonnées entre atomes d’une
méme structure, ne prennent en compte que les Ca (ou quelques autres atomes) pour comparer les
structures au niveau peptidique. Il y a N°/2 descripteurs pour chaque structure (N étant le nombre
d’atomes) au lieu des 3 x N paramétres de la description en coordonnées cartésiennes. Ces N°/2
descripteurs sont souvent présentés sous la forme d’une matrice (symétrique) dite de distances internes.
Les matrices de contact sont aussi parfois utilisées : elles sont remplies par des 1 si la paire d’atomes
satisfait a certaines conditions (par exemple si la distance interne est en dessous d’un seuil) 0 sinon.
Les méthodes utilisant les coordonnées internes sont trés cofiteuses en temps de calcul, aussi, a
I’image de celles vues pour les séquences, diverses heuristiques ont été utilisées. Ces différentes
méthodes développées se classent entre trois grandes catégories : méthodes utilisant la programmation
dynamique, méthode d’assemblage d’AFP, méthodes utilisant les graphes. Dans le cas des méthodes
utilisant la programmation dynamique, le programme SSAP (Structure and Sequence Alignment
Program) — ou ses dérivés — (Taylor et Orengo, 1989a, 1989b) en est le seul représentant. Son dérivé
SAP (Structure Alignment Program) (Taylor, 1999) est d’ailleurs utilisé pour établir la classification
CATH (cf. section 2.3.3.3, page 76). 1l procéde par une méthode dite de double programmation
dynamique avec un score basé sur les distances internes et se servant également d’autres descripteurs
comme |’information de séquence, I’accessibilité au solvant etc.... Pour ce qui concerne les méthodes
d’assemblage d’AFP, le principe repose sur la recherche de petits fragments similaires (AFP) puis de
la meilleure série d’AFP par assemblage d’AFP entre eux. Les deux programmes les plus connus,
DALI (cf. section 2.3.3.1 page 75) et CE (Combinatorial Extension Shindyalov et Bourne, 1998)
utilisent ce principe. Enfin, dans le cas des méthodes utilisant les graphes, les distances internes sont
considérées comme des « relations » entre atomes : chaque structure est représentée par un graphe
ayant pour sommet les atomes et les distances pour arétes pondérées. Par ailleurs, dans cette méthode,
la contrainte de séquentialité a permis de réduire le probléme de recherche des sous-graphes communs

isomorphes. L alignement est ensuite affiné en ajoutant les Ca voisins des régions communes.

Coordonnées internes : les angles. Les angles utilisés pour la comparaison de structures
protéiques sont les angles (@) ou (0,T) ou encore des dérivés de ceux-ci. A ce jour, il existe assez
peu de méthodes de comparaison structurales qui utilisent cette description angulaires des structures.

Ces méthodes reposant sur les angles ont pourtant été utilisées trés tot pour comparer les structures
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entre elles. En dépit de leur rapidité, I’alignement fourni ne se révélait pas toujours trés précis. Ce
n’est que récemment que les angles ont ét¢ mieux exploités dans la comparaison de structure. GOK
(Jean et al, 1997), le logiciel dont je me suis servi pour rechercher les similitudes communes entre les
structures de P450s utilise les angles (Q,T) pour représenter la trajectoire du squelette protéique et
comparer les structures des protéines entre elles. Il permet de déterminer les sous-trajectoires
communes les plus longues, entre deux ou plusieurs structures. Son fonctionnement sera détaillé

ultérieurement (cf. section 2.4.4.3, page 106).

2.4.3.3 Description en éléments de structures secondaires

Les structures secondaires sont des éléments structuraux réguliers, souvent considérés comme
fragments structuraux les mieux conservés dans des structures similaires ou homologues. De plus, en
raison de son niveau de représentation qui engendre moins d’¢léments (~qu’une dizaine de SSE pour
une protéine de 300 résidus), les comparaisons de structures sont plus rapides que les précédentes. Les
méthodes de comparaison travaillant a ce niveau sont donc bien adaptées pour la recherche de
similarités structurales dans les banques de structures. En contrepartie, les méthodes exploitant les
SSE sont biens moins précises que celles vues précédemment, certaines régions de protéines pouvant
étre ignorées. Les structures secondaires prises en comptes par ces méthodes sont généralement
uniquement des hélices o et des feuillets B. Il existe plusieurs méthodes d’attribution des éléments de

structure secondaire. La plus courante est probablement DSSP (Kabsch et Sander, 1983).

Méthodes avec SSE représentés par des vecteurs. Les méthodes de comparaison utilisant les
SSE sont trés nombreuses. Pour la plupart, les SSE y sont représentées par des vecteurs colinéaires a
leur axe principal qui n’est autre qu’une droite pour laquelle I’inertie des éléments (souvent
uniquement des Ca) du SSE est minimale. Le vecteur dont les extrémités correspondent aux
projections des atomes aux extrémités des SSE est orienté de I’extrémité N-terminal vers 1’extrémité
C-terminale. En conséquent, une structure est représentée par un ensemble de vecteur, réduisant le
probléme a la comparaison de deux ensembles de vecteurs (I’ordre des SSE pouvant étre prise en
compte ou non lors de la comparaison). Les algorithmes les plus utilisés pour la comparaison des
ensembles de vecteurs proviennent de la théorie des graphes. Tous disposent d’une procédure assez
similaire qui se déroulent en quatre étapes : (i) dans un premier temps, les SSE sont attribués et les
paramétres des vecteurs calculés, (ii) puis un graphe est construit pour chaque structure ayant aux
sommets les SSE et pour arétes des informations sur 1’organisation spatiale relative des vecteurs ; (iii)
les graphes sont alors comparés ente eux avec une recherche de sous-graphes similaires communs et

enfin en derniére étape (qui peut étre facultative) un retour au niveau peptidique avec alignement
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résidu par résidu. Parmi les programmes qui utilisent ces méthodes de graphes, on citera a titre
d’exemple POSSUM (Protein Online Substructure Searching) (Mitchell et al., 1990 ; Artymiuk et al.,
1990), PROFET (Grindley et al.,1993), GRATH(Harrison et al., 2003), VAST (Gibrat et al., 1996 ;
Madej et al., 1995) ou encore le trés récent SSM (Krissinel et Henrick, 2004). Les méthodes de
graphes ne sont pas exclusives dans 1’utilisation des vecteurs de SSE. On y trouve également des
méthodes par programmation dynamique utilisées dans le programme LOCK (Singh et Brutlag, 1997 ;
Shapio et Brutlag, 2004) par exemple ou encore PrISM (Yang et Honig, 1999, 2000).

Méthodes avec SSE représentés par d’autres caractéristiques. Outre la représentation par
vecteur, les SSE peuvent étre dans certains cas représentés par d’autres caractéristiques. Dans la
méthode MATRAS (Kawabata, 2003) la comparaison se fait par programmation dynamique a partir
de scores de similarités basés sur un modéle d’évolution. Cette méthode a été largement utilisée au
cours de la thése pour comparer ses résultats avec le logiciel GOK : une description plus détaillée est
donc nécessaire pour comprendre son fonctionnement. Dans cette méthode, trois scores de similarité
structurale sont calculés de maniére analogue au modéle de Dayhoff (matrice PAM) pour la
substitution des acides aminés. Ces scores sont calculés entre paires de protéines homologues d’une
banque non-redondante a 95% d’identité extraite de SCOP, regroupées et alignées grace a leurs
séquences. Une formule générale de log-odds est utilisée pour le calcul des trois scores :

PG - )
P(j)

Ou i et j sont les états des caractéristiques structurales (telles que la distance inter résidus par

8@, j) =log

exemple), P(j) la probabilité que 1’état j apparaisse par hasard, et P(i —j) la probabilité que 1’état i
passe a I’état j durant 1’évolution, suivant une transition du modele de Markov. Les trois scores de

similarité structurale sont les suivants :

- un score Sssg, de paires de SSE, ou trois états sont les combinaisons d’hélices O et de feuillets
B. Les SSE sont représentés comme des vecteurs. Quatre fonctions de similarité géométrique
sont estimées pour chaque type de paire (0;, 8,, d et @, voir la Figure 2-17) ainsi que deux
fonctions de similarité de longueur (L; et L,). Le score Sssg est la somme de ces six fonctions
estimées sur 1’échantillon des protéines homologues ;

- un score environnemental S, ou les états sont les deux structure secondaire (hélices O et
feuillets () ainsi que 3 types de boucles définis selon leurs angles (@y). Chacune des

catégories peut étre enfouie ou exposée, ce qui donne 10 états ;
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- une score de distances S ; ou les états sont les distances internes entre Cf3 discrétisées avec un
pas de 1A. Les bornes sont [0,50A], il y a donc 50 états. Le score Sy, entre une distance Di, —
entre le i et le x° résidu d’une protéine — et la distance Dj, — entre le j° et le y° résidu d’une
autre protéine — est évalué par les transitions observées entre ces distances pour tous les

intervalles k en résidus (k=|i—x|=[j-y|, I’intervalle est identique sur les deux structures).

Figure 2-17 Les quatre paramétres géométriques associées aux pairs de vecteurs de SSE de MATRAS : la
distance minimale entre les deux SSE d, les deux angles (plans) 81 et 82 et I’angle diédre @ entre les plans formés

par chacun des deux vecteurs et la droite minimale en pointillée. Les deux longueurs sont L;, L, exprimées en
résidus. Figure extraite de (Kawabata, 2000).

L’alignement se déroule alors en trois étapes :

1. premier alignement grossier des SSE en utilisant les scores Sgsz ; les meilleures suites de
SSE sont trouvées par branch and bound ;

2. un second alignement des SSE est obtenu par programmation dynamique (alignement
local avec pénalités d’ouverture et d’extension de gap) en utilisant le score
environnemental S,,, et en affectant un bonus pour I’alignement des SSE déja en
correspondance avec 1’étape précédente ;

3. alignement des résidus: D’alignement précédant étant utilisé comme initialisation,
plusieurs alignements successifs par programmation dynamique sont effectués en

utilisant le score de distance S,;,. Cette étape est répétée jusqu’a convergence.

Un Z-score est calculé avec le score final de I’alignement, la moyenne et 1’écart type étant

calculés en comparant la structure requéte avec toute la banque.

Méthodes utilisant les alphabets structuraux. Dans ces méthodes, les structures protéiques sont
converties en suites de symboles qui correspondent a des classes de blocs structuraux. Les blocs

structuraux sont le plus souvent de taille fixe, comportent quelques résidus (moins de 10) et sont



104 Chapitre 2. Les outils bioinformatiques : vers de nouvelles solutions

chevauchant. IIs sont classés en comparant toutes les sous-structures d’une taille donnée d’une banque
non redondante de structure. Ces classes de blocs partitionnent le mieux possible I’espace de structures.
Un symbole est trés souvent affecté a chaque classe de blocs, c’est pourquoi on parle d’alphabets
structuraux. Dans la méthode nommée SA-Search (Guyon et al., 2004), un modé¢le de loi normale
multivariée a permis de discrétiser le squelette peptidique en classes de blocs structuraux de longueur
4 résidus (un critére d’information est utilisé pour déterminer le nombre de classes optimales). Les
blocs structuraux — symboles d’un alphabet structural — sont décrits par 4 distances internes (voir

Figure 2-18).

Figure 2-18 Chaque fragment de 4 résidus es représenté par un vecteur de taille 4 qui contient 3 distances entre
Ca non consécutifs (d1=d(Ca; - CQ;.y), di=d(Ca; - CQ;y3), d1=d(Cq;1; - CQ;:3)) et la projection
orthogonale d4 de Cdji3 sur le plan formé par les premiers CQ. Figure extraite du site
http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/Help/SAHelp.html

Cet alphabet structural comporte 27 symboles et permet une description précise de 1’ensemble des
structures (Camproux et al., 2004). Aprés cette étape, 1’enchainement des blocs structuraux est évalué
par un modéle de Markov entrainé sur une banque non redondante. Pour comparer les structures,
celles-ci sont d’abord converties en suites de symboles de 1’alphabet structural avec 1’algorithme de
Viterbi (Baum et al, 1970) qui permet de déterminer la meilleure série de symboles en prenant en
compte la dépendance Markovienne. La comparaison des deux structures est ensuite faite soit par
programmation dynamique (Smith et Watermann), soit par construction d’arbre de suffixes pour
rechercher des motifs exacts. Ces deux méthodes sont assez rapides pour rechercher les similarités

structurales dans une banque.

2.4.4 Comparaison multiple de structures

Les méthodes de comparaison multiple de structure s’appuient souvent sur des méthodes de
recherche de motifs. L’objectif est de déterminer les éléments communs a plusieurs structures, ces

¢léments formant alors le(s) motif(s) caractéristique(s) du groupe de structures. De telles méthodes
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sont assez répandues au niveau des séquences, mais il est plus difficile de les appliquer au niveau des
structures. Les méthodes d’alignement multiple de structure ont été initialement congues pour la RMN,
ou il fallait comparer les modeles obtenus entre eux afin de déterminer un cceur structural rigide d’une
structure. Toutefois, lorsque des structures différentes sont comparées, comme pour les comparaisons
de paires de structures, la définition de correspondances entre les €léments est nécessaire.

Un objectif des méthodes de comparaison multiple de structure est de déterminer des régions ou
blocs structuraux conservés au sein d’une méme famille de structures homologues. De tels blocs
structuraux sont utilisés notamment pour la modélisation par homologie ou par reconnaissance de
repliement. Plusieurs serveurs sont consacrés aux alignements structuraux multiples ; certains ont été
présentés précédemment. La caractérisation de ces blocs structuraux conservés peut apporter aussi des
informations sur les mécanismes d’évolution des structures protéiques ainsi que sur le repliement.

Les méthodes de comparaison multiple peuvent étre regroupées en deux catégories : les méthodes
procédant a des comparaisons de paires de structures et les méthodes réellement multiples procédant

sans comparaison préalable des paires de structures.

2.4.4.1 Méthodes avec comparaison des paires de structures

De nombreuses méthodes abordées dans la section précédente ont été adaptées a la comparaison
structurale multiple. Elles peuvent étre subdivisées en trois sous-catégories : les méthodes avec une
structure pivot (moyenne ou réelle), les méthodes d’alignement hiérarchique (avec construction d’un
dendogramme) et les méthodes utilisant les graphes. Des méthodes de superposition multiple ont aussi
été développées mais nécessitent une correspondance ou un alignement préalable. De maniére
comparable aux séquences biologiques, il faut noter que toutes les paires de structure ne sont pas
forcément alignées de maniére optimale dans un alignement optimal multiple : ces méthodes

s’appuyant sur les alignements optimaux par paires, sont des heuristiques.

Méthodes d’alignement hiérarchique et méthode de structures moyennes. Dans ces méthodes,
les structures sont représentées au niveau des résidus et la procédure générale s’effectue en trois
étapes : (i) alignement de toutes les paires de structure (N(N-1)/2 alignements) ;(ii) construction d’un
dendogramme a partir des scores calculés; (iii) alignement de toutes les structures dans 1’ordre
indiqué par le dendogramme (en commencant par la paire de structures les plus similaires). On trouve
parmi ces méthodes les programmes COMPARER (Sali et Blundell, 1990) ou encore STAMP (Russell
et Barton, 1992) qui ont servi pour établir la base HOMSTRAD. Dans ces deux cas, I’alignement
d’une structure avec un ensemble de structures déja alignées se fait par programmation dynamique.

MATRAS utilise également ce principe pour I’alignement multiple. La similarité entre toutes les
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paires de structures est calculée par alignement, comme décrite précédemment, et un arbre est ensuite
construit par la méthode UPGMA. L’alignement entre deux groupes suit celui entre les deux structures

appartenant a chacun des groupes qui alignent le mieux.

2.4.4.2 Méthodes avec structure pivot ou moyenne

Dans ce genre de méthode, une structure réelle ou calculée va servir de référence pour aligner les
autres structures. Plusieurs méthodes sont proposées ici, comme celle de Gerstein et Altman (Gerstein
et Altman, 1995) qui ont développé une méthode pour trouver un cceur structural d’une famille de N
structures. Pour ce faire, ils n’utilisent pas de blocs structuraux mais de résidus en équivalence
(pouvant étre discontinus) sur ’ensemble de chaque structure. Un alignement multiple (ou cceur)
initial étant donné, deux étapes suivantes sont alors répétées : (i) calcul de la position moyenne de tous
les éléments de ce cceur et superposition de toutes les structures par rapport a cette structure moyenne ;
(i) calcul de la variation des positions de toutes les structures par rapport a la structure moyenne, pour
oter la position ayant la plus forte variation. Les deux étapes sont répétées jusqu’a ce qu’il n’y ait plus
de résidu dans le coeur. L’analyse statistique des résultats de cette procédure permet d’identifier le

coeur.

Une autre méthode décrite par Gerstein et Levitt (Gerstein et Levitt, 1996, 1998) utilise la
méthode itérative classique de superposition-alignement par programmation dynamique pour aligner
les paires de structures autour d’une structure « médiane » choisie, celle qui est en moyenne la plus
proche des autres structures. Aprés superposition, de nouveaux alignements entre la structure médiane
et les autres structures sont calculés par programmation dynamique, le score dépendant de la distance
externe entre les C,. Ces alignements sont ensuite combinés pour former I’alignement multiple et les

structures sont a nouveau superposées selon ces nouvelles correspondances entre Cl,.

Il existe bon nombre d’autres méthodes, mais les deux exemples présentés ci-dessus illustrent
bien les méthodes avec structure moyenne (pour la premi¢re méthode) ou pivot (pour la seconde

méthode).

2.4.4.3 Meéthodes sans alignement des paires

Ces méthodes sont similaires dans leur concept a celles qui ont déja été vues : il y a les méthodes
utilisant les graphes, les méthodes de hachage géométrique et les méthodes de recherche de motifs
répétés. Parmi ces derniers, trois logiciels, dont deux importants dans mon travail de these, peuvent

étre cités : GOK, YAKUSA et GAKUSA. Dans ces trois outils, la conformation des squelettes
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peptidiques est décrite par une suite d’angles (@,)) ou (0,1). Les valeurs des angles pouvant étre
échantillonnées suivant un pas —ou maille— d, la conformation du squelette peut alors étre décrite par
une chaine de « caractéres » d’un alphabet fini comptant 360/0 symboles. La recherche de similarités
structurales entre structures se rameéne alors a la recherche de motifs répétés dans des chaines de

symboles constituées de la concaténation des structures.

2.4.5 Recherche de similarités structurales locales développé a I'ABI

2.45.1 Logiciel GOK

GOK utilise une méthode nommée KMRC est inspiré¢ de 1’algorithme de recherche de motifs
répétés exacts de Karp, Miller et Rosenberg, nommé algorithme de KMR (Karp et al, 1972). Afin de
comprendre les expressions qui seront utilisées ultérieurement, il est nécessaire de définir

préalablement les termes utilisés

Nomenclature. L’alphabet sera nommé 2 et le « texte » dans lequel les motifs sont cherchés s. Le
symbole en position i dans le texte sera noté s[i]. Un motif de longueur k sera désigné par k-motif, et
un k-motif répété, un motif répété au moins une fois dans au moins ¢ structures, g étant le quorum®.
Dans le cas de motifs exacts, une instance d’un motif représente ce motif. Par contre, dans le cas de
motifs approchés, une instance ne représente pas le motif car elle est « stricte ». Une distinction se fera
alors entre motif et instance d’un motif. Les occurrences p d’un motif sont les positions de ses

instances. L’ensemble des occurrences d’un motif sera nommé extension.

Description. La recherche de motifs répétés est un probléme connu et trés étudié. Beaucoup de
solutions ont été proposées dont certaines permettent de trouver des motifs approchés (Crochemore et
Rytter, 1994). Dans ’algorithme de KMR, la construction des motifs répétés exacts est progressive :
les motifs de taille k permettent de construire les motifs de taille 2. En effet, si un motif de taille £ a
pour extension {i,j} et qu'un second motif répété a pour extension {i+k,j+k}, il est possible de
combiner ces deux motifs pour former le motif de taille 2k présent en i et j. La recherche des motifs

répétés est donc faite en largeur d’abord.

Cependant, les motifs construits & chaque étape ne respectent pas obligatoirement la condition de
quorum, ils ne sont pas toujours répétés. Soient par exemple deux k-motifs, un dont I’extension est {i,j}

et I’autre dont I’extension est {i+k,/} avec [ #j + k. La combinaison de ces deux k-motifs aura pour

* Dans tous les exemples, le quorum est de 2.
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extension {i}, le nouveau motif n’existant pas en j. Ce nouveau 2k-motif n’est pas un motif répété, il
doit donc étre éliminé. Il n’est pas possible de savoir quel motif sera répété avant de les avoir
construits. Une étape de filtrage des motifs répétés — i.e. ne respectant pas le quorum — est donc

nécessaire apres chaque étape de construction.

Il sera bien siir dommage de ne construire que des motifs de taille multiple de deux mais il n’est
pas obligatoire que deux motifs soient contigus pour étre combinés : ils peuvent étre chevauchants et
donner naissance a des motifs de taille intermédiaire (entre k et 2k). En théorie, il est aussi possible de
combiner des motifs de taille variable. Cependant, il est plus simple qu’a une étape donnée, tous les
motifs aient la méme taille. Un des intéréts de cet algorithme est qu’a chaque étape, seuls les motifs

existants réellement son créés et traités.

La méthode proposé par H Soldano et coll. (Soldano et al., 1995) est une généralisation de cet
algorithme permettant de trouver des motifs approchés. Pour trouver des motifs approchés, certains
symboles sont considérés comme similaires. Soit par exemple ’alphabet 2 = {a,b,c}, a est similaire a
b et b est similaire & ¢, mais a n’est pas similaire a ¢. L’instance de 2-motif « aa » est similaire a
«ab » et «ab » est similaire a « ac » mais « ac » n’est pas similaire a « aa ». Ces similarités peuvent
étre représentées par un pavage de ’espace des symboles : 1’espace de ’alphabet 2 est découpé en
pavés recouvrant G; tels que I’ensemble des pavés G = {G,,G,,....G|g} avec G; U X pour 1< i < |G| et
aucun 1< i,j < |Gl avec i # j tel que Gi [ Gj. Ces pavés peuvent donc étre chevauchants mais ne
peuvent pas se recouvrir totalement. Les symboles dans un méme pavé sont similaires. Dans notre
exemple, I’alphabet est découpé en deux pavés: Gy = {a,b} et G; = {b,c}. L’alphabet utilisé pour
décrire les motifs sera pour les motifs approchés cet ensemble de pavés G;, aussi nommé alphabet
dégénéré. L’algorithme de construction des motifs suit le méme principe que 1’algorithme pour les
motifs exacts : les motifs de taille k£ permettent de construire les motifs de taille 2k. 11 faut cependant
noter que — puisqu’un symbole peut appartenir a plusieurs pavés — plusieurs motifs différents peuvent
exister en une méme position. Toujours avec le méme exemple, I’instance « ab » est similaire a « aa »
et a « ac » mais ces deux instances sont différentes. L’ instance « ab » appartient donc a deux 2-motifs,

qui sont les motifs GGy et GyG, lorsqu’ils sont écrits avec 1’alphabet dégénéré.

Un effet de cette dégénérescence est que beaucoup plus de motifs sont générés a chaque étape et

certains des motifs ont une extension incluse dans 1’extension d’un autre motif. Prenons par exmple le
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texte s « abba », le méme alphabet et les mémes pavés que précédemment. Le symbole b appartient a

plusieurs pavés, le texte peut don étre représenté de la maniére suivante :

positions 1 2 3 4

symboles a b b a

pavés Gy | Gy | Gy | Gy
G | G

Quatre 2-motifs sont présents : GyG, dont 1’extension est {1,2,3}, G,;G,dont I’extension est {2,3},
GyG, dont I’extension est {1,2}, et G;G; dont I’extension est {2}. Ce dernier motif ne respecte pas le
quorum, il est donc éliminé. Par ailleurs, les deux motifs G,G; et G;G, ont chacun une extension
contenant deux occurrences, mais ces extensions sont chacune incluses dans 1’extension du premier
motif GyGy. Ces deux motifs sont donc éliminés et seul le premier motif, GyG, est conservé. Ce motif
est dit maximal. Les motifs maximaux seuls sont suffisants pour construire tous les motifs maximaux

de taille supérieure.

Cette méthode a été appliquée aux structures protéiques. Les symboles sont des angles discrétisés
selon une « maille » & donnée. Les symboles sont alors des entiers représentant un intervalle d’angles.
Cependant, si & = 10°, un angle de 8° est représenté par le symbole « 0 » car il fait partie de
I’intervalle [0°,10°[, il est alors considéré comme différent de I’angle 11° car ce dernier est représenté
par un symbole « 1 » (intervalle [10°,20°[). Or, ces deux angles devraient étre similaires. La similarité
pour les angles fait intervenir un parametre entier K appelé « marge ». Si K = 1, le symbole 1 est
similaire aux symboles 0 et 2. Deux angles sont donc considérés comme similaires si leur différence

angulaire est inférieur a (2 x K +1) x 0.

La complexité de cet algorithme est: O(n.kyer.g” " 10gkna) avec n la longueur totale de la
structure, k.., la longueur maximale des motifs répétés, g la mesure de la dégénérescence ou nombre
maximal de pavés auxquels un symbole de 1’alphabet peut appartenir. Dans 1’exemple précédent, la
dégénérescence est de 3. Par exemple, le symbole 2 appartient aux pavés G, = {0,1,2}, G, = {1,2,3},

GZ = {23334}

Cette méthode a été appliquée a la recherche de blocs structuraux similaires dans les cytochromes

P450 par P. Jean et coll. (1997) en vue de la modélisation de la structure du P450,,yr.
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2.45.2 Logiciel GAKUSA

GAKUSA est un autre logiciel, a I’instar de GOK, représentant la structure d’une protéine par sa
description en terme d’angles de coordonnées internes. Contrairement a8 GOK, GAKUSA repose sur
un algorithme de « Gibbs Sampling » (Lawrence et al, 1993). Cet algorithme permet de générer des
blocs d’alignement multiple sans passer par 1’étape d’alignement par paires. Supposons qu’un bloc
structural similaire de taille / est recherché dans les m structures recodées en angles o discrétisés
(symboles). L’algorithme suivant est alors répété plusieurs fois :

* Un segment de taille / est d’abord choisi au hasard dans chacune des m structures ;

e puis, les deux étapes suivantes sont répétées jusqu’a convergence :

1. une structure est exclue et les probabilités de chaque angle a; a chaque position j dans les
segments des m-1 autres structures sont calculées selon la formule :
_ G, *h
Ry
Avec ¢;; le nombre d’angles a; en position j des segments, b; les pseudo-
comptes pour l’angle a;, et m-I le nombre de structures considérées ici. Les

« pseudo-comptes » b; sont évalués comme b=80, o étant la fréquence des angles a;

dans les toutes structures et S une constante (en général S=\/ (m-1)) Les fréquences p;

des a; hors des segments sont aussi calculées selon cette formule ;

2. dans la structure exclue précédemment, pour tous les segments de taille /, les ratio g;;/p;
sont calculés pour toutes les positions j, puis normalisés en probabilités. Une position au
hasard est ensuite tirée selon ces probabilités. Le segment correspondant devient la

nouvelle position du segment pour cette structure.

Dans la méthode originale de « Gibbs sampling » décrite ci dessus, seule I’identité des angles est
prise en compte et non la similarité : ceci conduit & une estimation trop stricte et donc infructueuse des
blocs structuraux similaires. Il a été décidé d’ajouter dans I’étape 1) un terme supplémentaire de
« pseudo-comptes » basé sur la similarité entre les angles : si un angle a une position donnée est
compté, une fraction de ce comptage est rajoutée dans le comptage des angles voisins de cet angle. La
nouvelle formule s’écrit alors de la maniére suivante :

Zyjkci,k +bj

_ k=anlges

m—=1+p[

q:,
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Ou ¢; , est toujours le nombre d’angles 0, en position i et Yy est la probabilit¢ de I’angle discrétisé

k dans une gaussienne de moyenne i et d’écart type choisi (plus 1’écart type est grand, plus la similarité
entre angles différents est élevée). Ceci permet donc de prendre en compte la similarité entre les

angles o discrétisés, indispensable lorsqu’on travaille sur les structures.

En fait, cette méthode de « pseudo-comptes de similarité » - développée pour les structures - peut
étre étendue avec profit a I’alignement multiple de séquence d’acides aminés (domaine original
d’application de la méthode de « Gibbs sampling »). En effet, les « pseudo-comptes » supplémentaires
de similarité sont alors basés sur les fréquences de substitution (fréquences de mutabilité) tirées d’une
matrice de similarit¢ de type BLOSUM ou PAM. Cette extension permet d’améliorer la
reconnaissance de blocs similaires difficiles a exhiber par le « Gibbs sampling » classique : on ajoute

de I’ « information biologique » quant a la substituabilité des acides aminés.

2.4.5.3 Logiciel YAKUSA

YAKUSA décrit est le troisieme outil développé a I’ABI, utilisant les angles de coordonnées
internes pour décrire une structure. Il utilise cette fois ci cette description dans un algorithme de
recherche de motifs, dérivé de I’algorithme d’Aho-Corasik (Aho et Corasick, 1975). Un automate est
construit avec tous les petits motifs (appelés « graines ») d’une taille donnée de la séquence requéte et
leurs « voisins ». Un motif voisin est un motif qui n’existe pas dans la structure requéte, mais qui est
suffisamment similaire a un motif de la requéte du point de vue de sa conformation. De par sa
structure, cet automate permet de rechercher tous les motifs « graines » qu’il contient, en temps
linéaire sur la banque de structures, et tous les motifs sont recherchés en parall¢le. Pour chaque
protéine de la banque, les motifs « graines » communs avec la structure requéte sont étendus si
possible, donnant ainsi des motifs communs plus grands. Un classement est ensuite effectué et donne
les protéines montrant les plus grandes similarités en structure avec la structure requéte. Le principal
avantage de cette méthode, par rapport aux quelques méthodes existantes, est sa rapidité : le « scan »
par une structure requéte des 1700 structures d'une banque non redondante tirée de la PDB est effectué
en 1 & 2mn sur un PC de bureau. Un autre avantage est que les similarités structurales exhibées sont
locales, ce qui permet la mise en évidence de sous structures communes, méme si il n’y a pas de

ressemblance globale des deux protéines.
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2.5 Construction d’'un modele

On doit le principe de reconstruire un modéle de protéine a partir de sa séquence aux travaux
d’ Anfisen qui, pour comprendre le mécanisme de repliement des protéines, a émis au cours des années
60 I’hypothése que la conformation native, fonctionnelle, d’une protéine correspond a celle qui
présente 1’énergie libre la plus basse. Par conséquent, si le repliement s’effectue sous des contraintes
thermodynamiques, cette conformation ne devrait dépendre que de la séquence en acides aminés de la
protéine (Anfinsen, 1973). Cette hypothése est fondamentale dans la mesure ou elle laisse supposer
que la seule connaissance de la séquence en acides aminés de la protéine devrait — en théorie — étre
suffisante pour obtenir sa structure 3D. De nombreux travaux sont venus nuancer [’hypothése
d’Anfinsen sans pour autant la remettre totalement en cause, notamment avec 1’addition au controle
thermodynamique d’un contréle cinétique (li¢ a la vitesse de repliement) et avec 1’identification de
protéines assistant le repliement comme les protéines chaperons. Aujourd’hui, le probléme du
repliement protéique est encore loin d’étre résolu. Par contre, il a conduit a I’émergence de méthodes
bioinformatiques visant a prédire la structure d’une protéine a partir de sa séquence en acides aminés.
Ces méthodes constituent une véritable alternative aux méthodes expérimentales de détermination de

structures pour réduire I’écart entre le nombre de structures et de séquences connues.

Les différents traitements de données sources décrites dans le paragraphe précédent sont
nécessaires a I’obtention d’un modéle qui copie au mieux la réalité. Selon les données a disposition et
les traitements qu’on a pu leur faire subir, différentes techniques de reconstruction sont possibles pour
prédire la structure d’une protéine a partir de sa séquence. Les méthodes de prédiction in silico de la
structure 3D des protéines a partir de la séquence en acides aminés sont généralement regroupées en
trois grandes catégories: la modélisation par homologie (ou comparative), les méthodes de
reconnaissance de repliement (ou d’enfilage) et les méthodes ab initio / de novo. Le choix de la
méthode dépend de I’existence ou non dans la PDB d’une protéine de séquence similaire a celle de la
protéine a modéliser (ou protéine homologue), et du taux d’identité de séquences entre ces protéines

(homologie plus ou moins distante).
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Figure 2-19 Précision et applications possibles des modéles protéiques. L’application des méthodes de

modélisation par homologie (ou comparative), d’enfilage (ou threading) et ab initio / de novo dépend
principalement du taux d’identit¢ de séquence avec des structure connue. La précision des modeles diminue
lorsque ce taux diminue : la valeur du RMSD des atomes de la chaine principale du mod¢le (en rouge) par rapport
a la vrai structure (en bleu) augmente. Lorsque le taux d’identité de la séquence se situe entre 30% et 50% par
exemple, les modeles construits par homologie ont généralement environ 90% des atomes de la chaine principale a
1,5A de la vraie structure. Différentes applications sont possibles en fonction de la précision des modéles. Figure
extraite de (Baker et Sali, 2001)
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Des problémes majeurs sont liés a I’évaluation des performances des méthodes de prédiction
développées et a leur comparaison. Une solution a ces problémes a été la mise en place d’une réunion
nommée CASP (Critical Assessment of Structure Prediction) qui a lieu tous les deux ans (Moult et al.,
1995). Cette dernicre est née d’une volonté de tester la fiabilit¢ des méthodes développées en évaluant
leurs performances sur un méme jeu de protéines, et avec les mémes criteéres. Elle consiste a proposer
aux différents groupes de recherche d’appliquer leurs méthodes sur des protéines dont la structure
vient d’étre déterminée expérimentalement mais n’est pas encore déposée dans la PDB, ni publiée. Les
méthodes sont donc appliquées en aveugle. A la fin de la compétition, les différents modeles proposés
sont évalués par rapport a la vraie structure 3D. La premic¢re compétition CASP (ou CASP1) date de
1994. Les résultats publiés les plus récents sont ceux de CASP6 qui a eu lieu en 2004 (Moult et al.,
2005). Ceux de CASP7 qui s’est déroulé en Novembre dernier a Asilomar Conference Center en
Californie devraient étre publiés cette année. Cette compétition permet d’évaluer les progrés réalisés
au cours des années dans les différentes catégories de méthodes de prédiction de structure (Ginalski et

al., 2005 ; Moult, 2005).

La précision des mod¢les obtenus par les différentes méthodes de modélisation ainsi que leurs

applications possibles sont résumées dans la Figure 2-19.

2.5.1 Modélisation par homologie

2.5.1.1 Principe

La modélisation par homologie (ou modélisation comparative) nécessite 1’existence d’une
protéine de structure connue présentant plus de 30% d’identité de séquence avec la protéine a
modéliser (protéine cible), et qui pourra servir de structure de référence (Marti-Renom et al., 2000).
En effet, ce fort taux d’identité de séquence laisse supposer que les deux protéines sont homologues et

qu’elles adoptent des structures tridimensionnelles proches (Chlothia et Lesk, 1986).

Différentes étapes sont nécessaires. (i) Une structure de référence est sélectionnée pour servir de
support. (i1) Les séquences des protéines cible et support sont alignées. Le modéle peut alors étre
construit avec (iii) la modélisation des régions conservées de la chaine principale, (iv) la modélisation
des boucles, puis (v) le positionnement des chaines latérales. Les dernicres étapes correspondent a

I’optimisation et a la validation du modéle.

Actuellement, cette méthode est celle qui permet d’obtenir les modéles les plus précis. Toutefois,

ces méthodes sont loin d’étre parfaites, de nombreux problémes majeurs restent a traiter. L’alignement



Construction d’un modéle 115

des séquences par exemple est particulierement délicat a réaliser lorsque le taux d’identité de séquence
diminue (Venclovas, 2003). De méme, la modé¢lisation des boucles, régions structurellement
divergentes, est complexe. De nombreuses études proposent des méthodes pour prédire la
conformation des boucles, soit ab initio (Fiser et al., 2000 ; Galaktionov et al., 2001), soit a partir de
banques de boucles (Donate et al., 1996 ; Oliva et al., 1997 ; Rufino et al., 1997 ; Wojcik et al., 1999 ;
Michalsky et al., 2003), ou encor par des méthodes mixtes (Deane et Blundell, 2001).

2.5.1.2 Quelgues exemples

CASP donne un bon apercu des différentes méthodes utilisées en modélisation comparative.
Toutes les méthodes présentes plus ou moins leurs avantages et leurs défauts, les facteurs pouvant
affecter la qualité d’un mod¢le sont souvent soit le choix de la séquence de départ (et donc le nombre
d’insertions — délétions qui apparaitront au cours de I’étape d’alignement) soit le logiciel utilisé, soit
enfin ’expérience de la personne qui reconstruit la protéine. Outre les méthodes manuelles, on citera
ici trois logiciels, les plus communs, et surtout ceux que j’ai utilis¢é durant ma thése : COMPOSER

(Sutcliff et al., 1987), SwissModel (Schwede et al., 2003) et Modeler (Sali et Blundell, 1993).

COMPOSER est un programme de modélisation comparative utilisé dans SYBYL, un ensemble
de programmes distribué par Tripos. Il correspond plus ou moins a une automatisation de la méthode
manuelle classique de reconstruction par homologie, et procéde en six étapes : La premiére est une
étape de recherche d’homologue en séquence sur la PDB. La seconde étape consiste ensuite a
déterminer les graines (« seeds »), a savoir des résidus a topologie équivalente dans 1’ensemble du set
de « structures homologues ». Cette identification se fait sur la similarité de séquence. En troisiéme
étape, un alignement structural est réalisé, a partir des graines déterminées dans I’étape précédente.
C’est a cette étape que des régions structuralement conservées (RSC) sont déterminés, donnant une
structure moyenne de RSC. Ces RSC sont trouvés par calcul de RMSD entre les Ca. Les séquences
des structures avec la séquence cible sont alors alignées. Au cours de la cinquieme étape, le modéle est
d’abord reconstruit au niveau des RSC, et enfin, pour les régions plus variables, COMPOSER se sert
d’une base de boucles et de rotaméres pour les chaines latérales. Une fois le modele construit, il faudra

alors procéder a son raffinement, et son évaluation.

SwissModel est quant a lui un serveur qui propose de prédire la structure d’une protéine a partir
d’une séquence fournie par 1’utilisateur. Contrairement a COMPOSER, SwissModel est un logiciel
académique, qui ne nécessite donc aucune licence pour utilisation. Il procéde en quatre étapes. La

premicre étape est similaire a celle de COMPOSER, c'est-a-dire la recherche de « templates » qui
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serviront de références pour reconstruire le modele. Cette recherche se fait a I’aide d’un BLASTP sur
une base ExNRL-3D, une base de séquences dont les structures sont connues. La seconde étape
consiste a définir les zones a modéliser. Un programme, SIM, ne retient que les séquences dont
I’identité locale de séquence est supérieure a 25% et définit des fragments de la séquence cible qui
seront modélisés en fonction de la similarité des séquences templates. Suite a ce travail, un alignement
structural des femplates est réalisé avec construction du mod¢le. Pour cela, le programme ProMod
(Peitsch, 1996) est sollicité pour aligner les structures 3D des femplates. Les parties structurales des
templates proches spatialement sont alors utilisées pour définir un nouvel alignement structural en
séquences primaires des femplates. La séquence de la protéine a modéliser est alors alignée sur cet
alignement multiple. Les parties de la séquence cible qui n’ont pu étre alignées (généralement les
boucles) sont alors modélisées a partir d’une bibliothéque de fragments issue de la Protéine Data Bank.
Les chaines latérales manquantes sont ensuite reconstruites et celles incorrectes, corrigée. Enfin, une
minimisation énergétique est réalisé¢ sur la structure obtenue, assurée par le logiciel GROMOS96
(Scott et al., 1999). La validation du modéle se fait alors par I’outil Profil 3D. Il existe des limites a
I’utilisation de ce serveur, qui sont d’au moins 30% d’identité de séquence sur au moins 60% de la

longueur de la séquence.

Modeller est certainement le logiciel de modélisation comparative le plus utilis¢é dans la
communauté scientifique. Gratuit a usage académique, c’est un programme enticrement automatisé :
I’utilisateur doit fournir un alignement de séquence (réalisé par ses propres soins) et le programme se
charge de calculer un mod¢le (sans atome d’hydrogene) en satisfaisant a la fois les contraintes
spatiales, la stéréochimie, les angles, les torsions, liaisons hydrogeénes etc.... Les contraintes sont en
fait issues d’une analyse statistique des relations entre paires de structures homologues. Cette analyse
repose sur une banque de données de 105 alignements de familles qui incluent 416 protéines de
structures connues. En scannant la base, des tables quantifiant diverses corrélations sont obtenues,
comme celles entre deux distances équivalentes Ca — Ca, ou entre deux angles diedres équivalents.
Ces relations sont exprimées en tant que fonctions de probabilité de densité (PDF) et peuvent étre
utilisées directement comme des contraintes spatiales. Celles-ci sont donc obtenues de maniére
empirique, a partir de banque d’alignement de structure protéique. Ces contraintes sont combinées
avec les énergies d¢ CHARMM?® en une fonction objective. Finalement, un modéle 3D est obtenu

aprés optimisation de la fonction objective dans le plan cartésien. Cette optimisation fait appel a

> Les champs de forces seront expliqués un peu plus tard dans le manuscrit
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plusieurs méthodes dont le gradient conjugué, la dynamique moléculaire et le recuit simulé. Enfin, le

programme est également en mesure de reconstruire de novo les boucles des structures protéiques.

1. Align sequence with structures Termplats siuciurgs) SWL ST YLTHL YOI LAY A nl
Target sequence SO AT TOMLMALGTOODAATY
&
oo o
) -
5 T ¥ 2 ﬂ\«_—tl_. o
] . L -
2. BExtract spatial restraints G e & Bl -
G T e [

3. Satisfy spatial restraints

Figure 2-20 D’abord, les templates sont alignés avec la séquence cible & modéliser. Puis, les contraintes de
distances, d’angles etc. sont transféré a la cible afin d’obtenir des contraintes spatiales pour cette structure a
construire. Enfin, un modéle 3D est construit en essayant de satisfaire ces contraintes autant que possible.

2.5.2 Méthodes de reconnaissance de repliement

La modélisation devient beaucoup plus difficile lorsque le taux d’identité de séquence diminue et
qu’aucun homologue proche de structure connue n’est disponible. Les méthodes de reconnaissance de
repliement, qui cherchent & mettre en évidence des similitudes structurales lorsque I’identité de
séquence est beaucoup plus faible, sont une alternative. L’idée consiste a identifier parmi les
repliements connus celui qui pourrait adopter la séquence cible. Comme il I’a été déja évoqué, le
nombre de repliements protéiques est limité, une nouvelle protéine a par conséquent de grandes
chances d’adopter un repliement déja connu. Ces méthodes sont également appelées méthodes

d’enfilage (ou « threading » : de maniére imagée, la séquence de la protéine a modéliser est « enfilée »

dans des repliements connus afin de déterminer celui qui lui correspondrait le mieux par calcul d’un
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score de compatibilité. Ces méthodes sont généralement applicables entre 15% et 30% d’identité de
séquence. Leurs principales difficultés résident dans la réalisation des alignements de séquence —
structure et dans 1’évaluation des repliements potentiels. De plus, elles sont limitées par le nombre de

repliements uniques connus (Sippl et al., 2001 ; Kinch et al., 2003).

2.5.3 Méthodes ab initio / de novo

Finalement, les méthodes ab initio cherchent a prédire la structure d’une protéine a partir de sa
seule séquence en acides aminés (sans utilisation de structure de référence). Elles constituent donc un
défi scientifique majeur et trouvent tout leur intérét dans ce contexte de séquencage a grande échelle
qui génére un grand nombre de séquences pour lesquelles aucun homologue de structure connue n’est
disponible ou tout du moins trop difficile a déceler. Il convient ici de distinguer les méthodes ab initio
« pures » des méthodes dites de novo. Les méthodes ab initio « pures » reposent uniquement sur les
propriétés physico-chimiques des protéines et sur I’hypothése que la structure 3D adoptée par une
protéine (ou structure native) est celle qui est la plus stable (d’énergie la plus faible) parmi 1’ensemble
des structures possibles (méme si quelques contre-exemples existent) (Bonneau et Baker, 2001). Les
méthodes de novo vont quant a elles exploiter des informations statistiques obtenues de I’analyse des

structures 3D connues (Skolnick et al., 2003).

Actuellement, les résultats les plus encourageants sont obtenus par des méthodes de modélisation
de novo construisant des modeles protéiques a partir de courts fragments de structure. La plus connu
est ROSETTA développé par le groupe de Baker et cool. (Simons et al., 1997). On trouve également
parmi ces méthodes de reconstruction I’utilisation de bibliothéques de fragments comme ceux

présentés pour ’alphabet structural.

2.5.4 Evaluation des modéles

Afin d’interpréter et exploiter les modeles 3D de protéines, il est essentiel d’estimer leur précision,
aussi bien globale que locale a certaines régions du modéle. Les erreurs dans les modéles proviennent
de deux sources principalement: (i) 1’échec de la recherche conformationnelle pour trouver la
conformation optimale ainsi que (ii) 1’échec de la fonction de scoring a identifier la conformation
optimale. Les mode¢les 3D sont généralement évalués selon des préférences géométriques des résidus
ou des atomes, qui sont dérivées de structures protéiques connues. En pratique, on a coutume
d’aborder une évaluation d’un mod¢le donné dans une manicre hiérarchique. Dans un premier temps,

il est nécessaire d’évaluer si le modéle dispose au moins d’un repliement (« fold ») correct. Le mode¢le
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aura un repliement correct si le « bon » template est utilisé et correctement aligné sur la séquence cible.
Une fois le repliement du modéle confirmé, une autre évaluation détaillée sur la précision globale de
la protéine peut étre effectuée, basée sur la similitude globale de séquence sur lequel le modéle est
basé. Finalement, une variété de profils d’erreurs peut étre construite pour quantifier les erreurs
possibles dans les différentes régions du modéle. Une bonne stratégiec est d’utiliser différentes
méthodes d’évaluation de modéles et d’en sortir un consensus. De plus, les fonctions d’énergies sont
généralement développées pour travailler sur un certain degré de détails, et ne sont pas appropriées
pour juger les modéles a un degré plus fin ou plus grossier (Park et al., 1997). Il existe un nombre

important de programmes ou de serveurs d’évaluation (cf. Tableau 2.3).

Les modéles ont besoin d’une stéréochimie correcte. Les programmes les plus usuels pour évaluer
la stéréochimie sont PROCHECK (Laskowski et al., 1993), AQUA (Laskowski et al., 1996), SQUID
(Oldfield, 1992) et WHATCHECK (Hooft et al., 1996). Ces programmes vérifient les caractéristiques
suivants : les longueurs des liaisons (« bond length »), les angles de liaisons, les liaisons peptidique et
la planéité des cycles des chaines latérales, la chiralité, les angles de torsion pour la chaine principale
et les chaines latérales, et les collisions entre les paires d’atomes non liés. En plus d’une bonne
stéréochimie, un modéle doit également avoir une faible énergie en terme d’énergie de champs de
force comme CHARMM, AMBER ou encore GROMOS. Toutefois, une faible énergie de mécanique
moléculaire ne signifie pas forcément que le modele est correct (Novotny et al., 1984,1988). Ainsi, les
distributions de plusieurs caractéristiques spatiales ont été compilées a partir de structures de protéines
a haute résolution et chaque déviation aussi large soit-elle de la valeur la plus « probable » est
interprétée comme une indication forte d’erreurs dans le modele. De telles caractéristiques incluent
I’empaquetage (Gregoret et Cohen, 1991), la formation de cceurs hydrophobes (Bryant et Amzel,
1987), I’accession au solvant (Chiche et al., 1990 ; Holm et Sander, 1992), la distribution spatiale des
groupes chargés (Bryant et Lawrence, 1991), la distribution des distances inter atomes (Colovos et
Yeates, 1993), le volume atomique (Pontius et al, 1996), les liaisons hydrogénes de la chaine

principale (Laskowski et al., 1993).

D’autres groupes de méthodes pour tester les modéles 3D qui prennent en compte implicitement
plusieurs critéres cités ci-dessus, mettent en jeu des profils 3D et des potentiels statistiques (Sippl,
1990 ; Luthy et al., 1992). Ces méthodes évaluent 1’environnement de chaque résidu dans le modéle
en respectant I’environnement attendu comme celui trouvé dans les structures X a haute résolution.
Les programmes qui implémentent ces approches sont VERIFY3D (Luthy et al., 1992), PROSA
(Sippl, 1993), HARMONY (Topham et al., 1994) et ANOLEA (Melos et Feytmans, 1998).
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Tableau 2.3 Quelques exemples de programmes d'évaluation

Programme Adresse internet Commentaires

d’évaluation

PROCHECK http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.ntml  Vérification de la stéréochimie

WHATCHECK http://www.sander.embl-heidelberg.de/whatcheck/ Systeme de validation structurale

Prosall http://www.came.sbg.ac.at Detelr_mlne le repliement natif de la
proteine

ProCyon http://www.horus.com/sippl/

) ) Suite de programme dévaluation
http://biotech.embl-ebi.ac.uk:8400

BIOTECH pi//biotech.embl-ebl.ac.uk:8400/ comprenant PROCHECK, PROVE et WHATIF

VERIFY3D http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/Verify3D.html Outil d’evaluation pour le raffinement des
structures RX

ERRAT http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/Errat.html Evaluation des structures RX

ANOLEA http://www. fundp.ac.be/pub/ANOLEA. html Evalue I'environnement non local des
atomes lourds de la molécule

AQUA http://www-nmr.chem.ruu.nl/users/rull/aqua.html

SQUID http://www.yorvic.york.ac.uk/~oldfield/squid Programme d’analyse de cristallographie

PROVE http://www.ucmb.ulb.ac.be/UCMB/PROVE.html Evaluation par calcul du volume atomique

2.6 Exploitation du modele

Une fois le modéle obtenu, on dispose enfin d’un support d’étude. Toutefois, ce modéle n’est pas
encore exploitable : de méme que pour les structures cristallographiques, il faut «relacher »la
molécule afin qu’elle adopte une conformation stable de basse énergie. Ce travail de relaxation peut
étre effectué par différentes méthodes dont (i) la chimie quantique (aussi appelée ab initio) dans
laquelle seuls les électrons sont traités, (ii) la méthode semi-empirique qui étudie seulement les
électrons de valence avec un hamiltonien plus simple qu’en ab initio, et (iii) la mécanique moléculaire
qui ne traite pas de I’¢électronique du systéme mais utilise les lois de la mécanique newtonienne. En
raison de la puissance de calcul demandé, les deux premiéres méthodes limitent la taille de molécules
étudiées a quelques atomes. C’est la mécanique moléculaire qui représente la forme la plus courante
des logiciels utilisés car elle est rapide, fiable et permet d’optimiser des molécules de poids tres élevé

(macromolécules), avec un temps de calcul raisonnable.

2.6.1 Meécanique moléculaire

La structure 3D d'une molécule va dépendre des interactions intramoléculaires et des interactions
avec le solvant. La recherche des conformations consiste donc a déterminer les minima de 1'énergie

globale d'interaction qui en général est réduite aux interactions intramoléculaires. La surface d'énergie



Exploitation du modele 121

d'une molécule peut étre approchée a l'aide d’une fonction analytique dont les termes sont une somme
de plusieurs fonctions analytiques aux constantes déterminées empiriquement. Celles-ci englobent
généralement une série de terme qui sont les suivants : un terme d’élongation des liaisons, un terme de
variation des angles, un terme d’énergie de torsion des angles diédres, un terme prenant en compte les
énergies d’interaction entre atomes non-liés (Van der Waals) , un terme prenant en compte les énergies
d’interaction électrostatiques entre atomes non liés et enfin un terme prenant en compte les liaisons
hydrogénes. Tous ces termes se décrivent sous la forme K(r — ry) ou K8 — &) ... K,, Kg sont
appelées constantes de force. Ces constantes dépendent bien sir du type d'atome, mais aussi de leur

environnement. La liste compléte de ces constantes est appelée champs de forces.

2.6.2 Champs de Forces

Un champ de force est une liste de constantes qui décrit les interactions entre atomes liés et non
liés. L'¢élaboration d'un champ de force doit répondre a 2 critéres : (i) tout d’abord un critére de
simplicité pour pouvoir étre calculée rapidement et ensuite (ii) un critére de précision pour calculer de
maniere acceptable les propriétés structurales et thermodynamiques des molécules. De tels champs de
force sont apparus dés 1970 et continuent a évoluer aujourd’hui. On distingue dans les champs de
force deux catégories d’interaction : (i) les interactions entre atomes liés correspondent a des énergies
de déformation des liaisons, des angles de valence et de torsion des angles diedres ; (ii) les interactions
entre atomes non liés correspondent aux interactions de Van der Waals, électrostatiques, liaisons
Hydrogene. En biologie, les champs de forces habituellement utilisés sont CHARMM, AMBER,
OPLS et GROMOS.

2.6.2.1 Atomes liés

La combinaison des interactions entre atomes liés est appelée champs de force de valence : il
s’agit d’une description simplifiée des forces du systéme, élaborée pour reproduire les propriétés

structurales, thermodynamiques ou dynamiques des molécules.

Elongation des liaisons ("Stretching"). La déformation des liaisons est en général faible (de

l'ordre de 0.05 A) et est exprimée par un potentiel harmonique® décrit par la fonction suivante :

E, = %zkrz(rt _riO)Z
i=1

% 11 existe un autre potentiel pour les élongations des liaisons appelés Potentiel de Morse. Celui-ci prend en
compte la dissociation, mais est nettement plus cher en temps de calcul, c’est pourquoi le potentiel harmonique
est le plus utilisé.
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Déformation des angles ("Bending"). La déformation des angles est également faible (de 1'ordre

de quelques degrés) et est exprimée par la fonction suivante :

1
Ey= Ezkﬁy (31'; - 01?)2
i

Torsion des angles diédres ("Torsion"). Pour des atomes co-planaires, la torsion des angles

diedres est décrite par une fonction périodique développée en série de Fourrier :

Er = %ZAi,n [1+cos(n I, = 9]

2.6.2.2 Atomes non liés

Interactions de Van der Waals. L’¢énergie de Van der Waals entre 2 atomes i,j distants de r;
comprend: (i) un terme attractif variant en -1/r,-j6.Cette fonction est connue sous le nom d'énergie de
dispersion de London E;,= —C,-j/r,-f. Les coefficients C; sont établis pour les différentes paires
d'atomes présents dans la molécule. (ii)) Un terme répulsif variant en en 1/r,-j-12, traduisant le
recouvrement des nuages électroniques a courtes distances. Cette fonction (Lennard-Jones) est

couramment appelée potentiel 6-12 :

12 6

0

0
1 v 7.
— j _ i
E,, _Ez A, = B,| -
i Ty Ty

Interactions électrostatiques.
1. Il y a d’abord les calculs de charge-charge : 1'énergie ¢électrostatique entre 2 atomes ij de
charges g; et g; est représentée par la loi de Coulomb

£, =y -4

7 47751',"”1';

Ou | constante diélectrique prend en général des valeurs de 2 a 4(1.5 couramment).Dans
certains programmes elle peut également varier en 1/r;;.
2. Dans les interactions électrostatiques, on comptabilise également les calculs

dipole-dipole
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Energie des liaisons hydrogénes. La liaison Hydrogéne est une interaction de 2 a 5 Kcal/mole
d'importance. Elle s'exerce entre un Hydrogene déficient en électrons et un atome de forte densité

¢lectronique (comportant des doublets).

2.6.2.3 CHARMM, AMBER et GROMOS
CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) est le nom d'un ensemble

de champs de force largement utilisés en biologie pour la dynamique moléculaire. C’est aussi le nom
du programme de simulation et d'analyses de mécanique moléculaire associ¢ (Brooks et al., 1983 ;
Mackerelle et al., 1998). Le développement et la maintenance de CHARMM regroupent un réseau de
collaborateurs a travers le monde autour de M.Karplus et de son groupe a Harvard. Des licences sont
disponibles pour le milieu académique. La version commerciale d¢ CHARMM, appelée CHARMm
(avec un 'm' minuscule), est fournie par Accelrys. Il existe plusieurs types de champs de force
CHARMM se différenciant tous par le numéro de version qu’ils portent, selon que I’on s’intéresse a
I’¢tude de protéines ou d’acides nucléiques ou lipide. Les numéros de version de ces champs de force
correspondent a la premiere version de CHARMM qui les a incorporés, cependant ils peuvent étre
utilisés avec n'importe quelle version ultérieure du programme, ainsi que par d'autres programmes de

dynamique moléculaire compatibles, par exemple NAMD.

AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement) est une autre famille de champs
de force pour la dynamique moléculaire de biomolécules. Il a été développé par le groupe de P.
Kollman a I’Université de Californie (Duan et al., 2003). AMBER est aussi le nom du « package »,
I’ensemble d’outils pour les simulations de MD, qui implémente ces champs de force. Il est maintenu
par une active collaboration entre D. Case et ses collaborateurs. Comme pour CHARMM, il existe

différents champs de force AMBER plus ou moins adapté pour un type de molécule en particulier.

GROMOS est le troisieme champs de force largement utilis€ pour les biomolécules (Van
Gunsteren et al., 1996). 1l a ét¢ développé a I'université de Groningen et ’ETH de Ziiirch. C’est le
logiciel GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) qui utilise principalement ce
champ de force. Contrairement aux deux autres champs de force, GROMOS est un champ de force de
type « atome unis » plutot que de type tout atome, ce qui signifie par exemple qu’un groupe méthyle
est considéré comme un seul atome. Il a été optimisé pour respecter les propriétés des phases
condensées des alcanes. Cette simplification dans sa représentation des ¢léments fait de GROMACS le

programme le plus rapide en simulation moléculaire.
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2.6.3 Minimisation

Avant toutes simulations de dynamique moléculaire, on a coutume de procéder préalablement a
une minimisation. Cette étape de minimisation consiste a diminuer I’énergie du systeme par
optimisation géométrique jusqu’a obtention d’un minimum local. En effet, aucun algorithme de
minimisation ne permet de garantir de fagon absolue I’obtention d’un vrai minima (ou minimum
global). Il existe néanmoins des techniques comme celles de «recherche conformationnelle » qui

visent a extraire la molécule de son puits de potentiel.

Les algorithmes de minimisation consistent a chercher a partir de la géométrie initiale, des jeux de
coordonnées cartésiennes qui réduisent a son minimum la somme de toutes les contributions
énergétiques. Les méthodes couramment utilisées reposent sur la dérivée premiére de 1’énergie
potenticlle (Steepest descent ou Conjugate grandient). Ces algorithmes consistent a rechercher la
direction de la plus grande pente c.-a-d. celle sur laquelle 1'énergie décroit le plus rapidement et a
modifier la structure en conséquence. La direction imposée aux coordonnées suit alors celle indiquée

par l'opposé au gradient d'énergie.

2.6.4 Dynamique Moléculaire

2.6.4.1 Définition

La dynamique moléculaire consiste a étudier la trajectoire d'une molécule en appliquant les lois de
la mécanique classique newtonienne c'est-a-dire, a simuler les mouvements atomiques au cours du
temps. Ces mouvements correspondent a des vibrations autour d'un minimum ou au passage d'un
minimum a un autre minimum d'énergie. Ainsi la dynamique moléculaire permet de s'extraire d'un

minimum local.

2.6.4.2  Description

Dans les simulations de dynamiques moléculaires, on souhaite connaitre la position et la vitesse
des particules a chaque pas de temps. Ce temps évolue de maniére discréte au cours de la simulation.
Le calcul des forces d'interaction s’effectue entre les atomes : il permet de déterminer 1'évolution des
vitesses, et donc des positions, en utilisant les lois de la dynamique classique de Newton discrétisées.
Un des points important est la conservation d’énergie totale du systéme au cours de la simulation. La
méthode utilisée pour calculer les forces d'interaction (ou le potentiel dont elles dérivent) caractérise

une simulation. Par exemple on parle de dynamique moléculaire ab initio si le potentiel est calculé a
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partir des calculs de la mécanique quantique. Si en revanche les forces dérivent d'un potentiel fixé

empiriquement, on parlera de dynamique moléculaire classique.

La dynamique moléculaire s'applique aussi bien a I'étude structurale des molécules qu'a des
systémes en interaction de grande taille. Néanmoins, en raison des capacités limitées de calcul, le
nombre de particules dans une simulation 1'est aussi. Pour simuler un matériau infini dans une, deux
ou trois dimensions, les particules sont placées dans un espace périodique : on parlera alors d'une boite
de simulation. Lors du calcul des forces, la périodicité de l'espace devra étre tenu en compte. En
pratique, on distinguera dans la force d'interaction des termes a courte portée, qui ne seront pas
affectés par la périodicité, c'est-a-dire que seules les particules les plus proches seront prises en compte,
et un terme a longue portée, qui devra en tenir compte. Le terme a longue portée est généralement de

type coulombien et sera calculé par la somme d'Ewald.

2.6.5 Le docking (ou arrimage)

En biologie structurale, on s'intéresse au rapport entre la structure des molécules et leur fonction
biologique. De maniére générale, on peut dire que le domaine recouvre des questions relevant d'une
part de la pharmacologie (conception de médicaments) et d'autre part de la biologie cellulaire (étude
du fonctionnement de la cellule). Dans le premier cas, un récepteur étant connu, il s'agit de trouver un
ligand, c’est-a-dire une (ou plusieurs) molécule(s) complémentaire(s). Dans le second, on s'intéresse
plutot a l'interaction entre macromolécules (protéines ou acides nucléiques) intervenant dans les cycles
cellulaires. On distingue donc les interactions entre ligand-protéine et les interactions entre
protéine-protéine. Une question centrale commune aux deux problématiques est le docking. Le
docking est 1'¢tude des interactions intervenant lors de la formation de complexes moléculaires. Il
repose sur ’hypothése que les ligands formant des interactions favorables avec le récepteur doivent
avoir une affinité¢ de liaison élevée. Ces interactions entre molécules sont non liantes et concernent
donc : (i) les interactions VDW, (ii) les interactions électrostatiques, et (iii) les interactions hydrogénes.
Pour le sujet de thése, on s’attachera plus au docking ligand-protéine. La plupart des programmes de
docking automatique effectuent une exploration systématique de 1’espace des configurations pour
générer et évaluer un grand nombre de liaisons potentielles. Les structures générées sont alors
soumises a un critére de score pour identifier les plus intéressantes. C’est justement cette identification
qui pose probléme lors du docking, a savoir si la génération et 1’évaluation des complexes sont
plausibles. C’est pourquoi, il est préférable parfois de former manuellement les complexes, lorsque

I’utilisateur a une idée du placement des molécules entre-clles. Dans les expériences de docking, on
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distingue les algorithmes de docking rigide (ou les molécules sont figées) et ceux de docking flexible.
Dans le premier cas, il y a une simplification des degrés de libertés comme les deux molécules sont
rigides. L’un des premiers programme a utiliser ce genre d’algorithme est le programme DOCK
(Kuntz et al., 1982) : DOCK a été développé pour trouver des molécules a haut complémentarité de
forme avec le site de liaison. Pour cela, le site est transformé en image négative qui consiste en une
collection de sphéres chevauchantes dont les rayons touchent la surface moléculaire en seulement
deux points. Les ligands sont ensuite confrontés a ces sphéres en minimisant les interactions stériques

entre le ligand et le récepteur (cf. Figure 2-21)

Figure 2-21 L'algorithme DOCK (Kuntz et al., 1982). Les atomes sont positionnés au centre des sphéres et la
molécule est positionnée a 'intérieur du site de liaison. Figure extraite de la page 556 de Molecular Modelling
d’AR. Leach.

Dans le cas des docking flexibles, tous les degrés de liberté conformationnels sont pris en compte,
méme si la plupart du temps ils ne sont appliqués qu’aux ligands, le récepteur restant rigide. Plusieurs
méthodes sont utilisées pour effectuer cette recherche conformationnelle. On peut citer par exemple la
méthode de Monte Carlo (MC), souvent associ¢ a du recuit simulé (Goodsell et Olson, 1990). A
chaque itération de la procédure MC, la conformation interne du ligand est changée (par rotation
autour d’une liaison) ou la molécule entiére est aléatoirement translatée ou retournée. L’énergie du
ligand a I’intérieur du site est alors calculé par mécaniques moléculaires, et le mouvement est alors
accepté ou rejeté suivant le critére de Metropolis. Les algorithmes génétiques peuvent aussi étre
appliqués pour le docking moléculaire (Judson et al., 1994 ; Jones et al., 1995 ; Oshiro et al., 1995).
Chaque chromosome code non seulement pour les conformations internes du ligand, mais aussi pour

sont orientation a I’intérieur du site. L’orientation et les conformations internes varient donc pendant
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que la population évolue. Le score de chaque structure complexée agit comme une fonction de fitness
utilisée par chaque individu a chaque itération. Enfin, la distance géométrique peut également étre

utilisée pour ce genre de docking moléculaire.

2.7 Conclusion

Il a été vu au cours de ce chapitre quelles sont les étapes nécessaires pour étudier une protéine in
silico par modélisation moléculaire. Afin de pouvoir ¢tudier la fonction biologique d’une protéine, on
s’intéresse d’abord a sa structure : c’est le concept de la biologie structurale. Celle-ci repose sur
I’obtention d’un modéle des plus fiables possibles afin d’étre utilisé en tant que support d’étude.
Lorsqu’on s’intéresse aux mécanismes de reconnaissance d’une protéine, I’obtention du meilleur
modele outre la structure cristallographique, est le modele par modélisation comparative. Ce modéle
repose sur un alignement des plus rigoureux et des plus fiables possibles. Dans le cas des P450s, la
construction de modele ne pose pas de probléme au sein d’une méme famille. Ainsi, reconstruire un
CYP2C8 a partir d’un CYP2C9 ne pose pas en soi une difficulté majeure. En revanche, lorsque 1’on ne
dispose pas de structure d’une méme famille, le probléme d’alignement est flagrant : les P450s étant
trés divergentes en séquences, il s’avére extrémement difficile d’obtenir un alignement de séquence
correct avec les outils actuellement disponibles. C’est pour cette raison que nous avons développé au
sein du laboratoire, une méthode nouvelle qui prend en compte la conservation de la structure pour

produire cet alignement : ¢’est le sujet du prochain chapitre.

Une fois le support obtenu, la compréhension des mécanismes de reconnaissance des CYPs
nécessitera 1’analyse de résultats de docking de ligands dans le site actif qui peut étre a 1’état natif ou

légérement modifié afin de repérer les résidus essentiels dans la reconnaissance du substrat.
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CHAPITRE 3

Modélisation comparative adaptée pour les superfami lles

« Il faut construire sa vie et son bonheur avec ses
propres outils et non avec ceux du voisin »

Daniel Desbiens (1954— ?? ap JC)
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3.1 Introduction a la méthode

A mon arrivée au laboratoire, on m’a d’abord confié un sujet portant sur I’étude et la
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les phénomeénes de reconnaissance de
multiples substrats par les cytochromes P450 de la famille des 3A (CYP3A). Je devais pour cela avoir
recours a une approche bioinformatique qui combine des techniques variées et complémentaires, telles
que la modélisation comparative, I’arrimage moléculaire (docking) et la dynamique. En début de these,
aucune structure cristallographique de la famille CYP3A n’était disponible dans la PDB, mais
plusieurs structures de P450s de micro-organisme (P450.m, P450icrp, P450¢rr, P450,, et CYP 51) et de
mammifeére (en général privés de leur hélice d’ancrage a la membrane : CYP 2C5, CYP 2C8,
CYP 2C9, CYP 2B4) ¢taient dipsonibles. L’idée ¢était d’utiliser les structures connues de CYPs pour
construire un modele de CYP3A, mais la faible identité en séquence des structures disponibles fut le

premier frein a la proposition d’un mode¢le de CYP3A fiable.

Toutefois, une propriété importante et caractéristique des P450s pouvait étre mise a profit : leur
repliement unique, de la bactérie au mammifére. Ainsi, une stratégie en 3 étapes inspirée de celle de
P.Jean (Jean et al., 1997) pour reconstruire un P450.yr a été adoptée. A la différence des techniques
classiques de modélisation comparative qui s’appuient sur un alignement purement séquentiel, la
méthodologie consiste ici & aligner par éléments structuraux plusieurs femplates, pour définir des
zones fixes, en termes de structure. Ces zones correspondent a des morceaux d’hélices ou de feuillets,
mais ne sont pas limitées aux SSE uniquement : avec la technique de recherche utilisée, des morceaux
de boucles sont également pris en compte. Ces zones, appelées Blocs Structuraux Communs (CSBs),
sont utilisées pour étre alignées avec la séquence du P450 a modéliser. Les zones variables seront
quant a elles reconstruites sans information structurale a priori. Ainsi, cette méthode s’affranchit de
I’utilisation d’une structure unique, évitant d’obtenir un modele trop proche des templates initiaux, et

permet également de fournir un alignement en séquence plus fiable.

Cette méthodologie en trois étapes fera 1’objet de ce chapitre : dans un premier temps je montre
comment obtenir les CSBs. Puis, je décrirai brieévement le principe d’alignement des CSBs sur la
séquence cible a modéliser. Enfin, je présenterai les procédures suivies pour I’obtention d’un modele a

partir de I’alignement obtenu.
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3.2 Recherche des éléments structuraux conservés

3.2.1 Structures de départ : un choix crucial pour la reconstruction

Comme pour toutes les méthodologies de reconstruction par modélisation comparative, la
premiére question a laquelle un modélisateur se confronte, est celle du choix des structures de départ,
celles qui serviront de « référence », les templates. La méthodologie de reconstruction par CSBs des
P450s a été appliquée plusieurs fois dans I’histoire du laboratoire. Chaque fois, un jeu de structures de
départ différent a été choisi selon la disponibilité et I’évolution des structures cristallographiques de
P450s dans la PDB au moment de 1’étude. Ainsi, N. Loiseau est le premier au laboratoire a avoir
expérimenté cette méthode : il s’est servi d’un jeu initial de templates de six structures, les seules
disponibles a I’époque (Loiseau, 2002) : P450,,, P450¢ryr, P450:erp, P450gM3, P450¢sm et CYP 2C5 qui
était alors la premiére structure de mammifére publiée dans la PDB. En 2003, M. Cottevieille
expérimente & nouveau cette méthodologie pour construire un CYP 3A7 a partir d’un nouveau
nouveau jeu de templates, assez similaire a celui de N. Loiseau mais plus restreint et dont les
structures étaient mieux résolues : P450.yr, P450gm3, CYP 51 et CYP 2C5. A mon tour, en 2004, j’eus
a exploiter cette méthode pour reconstruire un CYP 3A4, mais en bénéficiant d’une PDB
significativement enrichie en structures de P450 membranaires de mammiféres. Paradoxalement,
I’identité de séquence avec la cible 3A4 ne fut pas réellement meilleure que pour les P450s bactériens.
Le choix des structures de référence pour la reconstruction du CYP3A4 a alors été guidé par plusieurs
critéres, tels que les données biochimiques de chaque enzyme utilis¢, la nature et la taille des substrats
reconnus, mais également la résolution atomique de chaque structure. Par ailleurs, ces structures ont
été choisies de facon a étre de longueur adéquate pour I’alignement sur la séquence du CYP3A4. Ainsi,
en accord avec ces critéres, j’ai sélectionné six structures cristallines : trois bactériennes et trois de
mammifére. L’idée de reconstruire un P450 humain tel que le CYP3A4 aurait pu me conduire a
restreindre mon choix des femplates aux seules structures cristallines de mammifére. Cependant les
seules structures disponibles a cette époque provenaient exclusivement de la famille des 2C, trés
homologues entre elles. Le résultat aurait inévitablement débouché sur un modéele trop proche de celui
des CYP2C, a I’image d’une stratégie « mono-template », alors qu’il n’y a pas de raison fonctionnelle
pour privilégier le repliement du 2C, en dehors de ’origine (microsomale). Il est & noter qu’une autre
structure de mammifére était disponible a cette époque : celle du CYP 2B4 a conformation ouverte. En
raison de sa conformation différente des autres P450s, ce cristal n’a pas pu servir dans le jeu de

templates.
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Un bon compromis fut donc d’ajouter a ce jeu de structures « mammiféres », trois structures
bactériennes avec des homologies fonctionnelles. Ce choix respecte ainsi 1’universalité du repliement
P450 et I’absence d’identité marquée pour 1’un ou I'autre des templates. L’ensemble des structures

choisies figure dans Tableau 3.1.

Tableau 3.1 Structures cristallines utilisées pour reconstruire le CYP3A4. Les identités sont données par un Blastp de la séquence du
CYP3A4 sur la PDB.

Jeux de P450 Code Organisme Référence Identité Longueur de la séquence
templates PDB avec Réelle cristallisée
CYP3A4

A cam 3CPP Pseudomonas Raag et Poulos, 1990 20% 414 414
putidas

A terp 1CPT Pseudomonas sp.  Boddupalli et al., 1992 24% 428 412

A nor 1ROM Fusarium Park et al., 1997 20% 403 403
oxysporum

AB 2C5 1DT6 Oryctolagus Williams et all., 2000 26% 487 473
cuniculus

B 51 1E9X Mycobacterium Podust et all., 2001 26% 522 455
tuberculosis

ABC eryF 10XA Saccharopolyspo Cupp-Vickery et Poulos, 1995 26% 406 403
ra erythraea

ABC BM3 2HPD Bacillus Ravichandran et al., 1993 28% 1049 471
megaterium

C 154C1  1GWI Streptomyces Podust et al., 2003 23% 407 411
coelicolor

C 2C5 1NR6 Oryctolagus Wester et al., 2003 26% 487 473
cuniculus

C 2C8 1PQ2 Homo sapiens Schoch et al., 2004 26% 490 476

C 2C9 10G5 Homo sapiens Williams et al., 2003 28% 490 475

Les structures qui ont servi de templates a chaque utilisateur sont représentées par les symboles :
— A pour ceux de N. Loiseau,
— B pour ceux de M. Cottevieille,
— Cpour ceux de T.A Nguyen.

Les trois jeux comportent trois femplates en commun :
— CYP 2CS, qui est un P450 microsomal (lapin),
= P4504yr qui reconnait des substrats similaires a ceux du CYP 3A4
—  P450pMm;3 qui est lié a la CPR et donc proche des P450s microsomaux

A D’issue des travaux combinés de N. Loiseau, M. Cottevieille et de moi-méme, trois jeux de
blocs ont finalement été définis a partir de trois groupes de structures plus ou moins différents. Les
structures utilisées présentent un taux moyen d’identité avec le CYP3A4 compris entre 20 et 28%, et
ce taux est encore plus faible dans la moiti¢ N-terminale ce qui rend la modélisation par homologie
peu fiable si elle se base uniquement sur I’alignement des séquences primaires. Nous avons utilisé les
informations de I’alignement tridimensionnel exclusivement au départ pour améliorer 1’alignement des
séquences (en particulier dans la région N-terminale) et imposer a notre mod¢le des contraintes

spatiales.
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3.2.2 GOK, l'outil d'alignement 3D

Pour réaliser I’alignement structural, et pallier la faible identit¢ de séquence entre les différents
P450s dans la partie trés variable, nous avons choisi d'employer une méthode utilisant une
comparaison structurale multiple a I’aide du logiciel GOK développé par Joél Pothier a 1'Atelier de
Biolnformatique de 1'Université Paris VI (A.B.L). Cette méthode, décrite dans la section 2.4.5.1,
utilise les coordonnées internes de la chaine peptidique, a savoir un jeu d'angles diedres, puisque la
protéine peut étre décrite comme une trajectoire dans le plan de Ramachandran. Il travaille avec le
couple (a, t) (Levitt, 1976), mais dans le cas de notre étude, seules les coordonnées angulaires o sont
utilisées, l'angle t étant a peu prés constant (cf. section 2.2.4). Une sous-structure commune (CSB pour
« Conserved Structural Blocs ») est donc définie comme un segment de trajectoire commun a toutes
les structures dans une marge d’erreur définie par 1’utilisateur. Le quadrillage de ce plan (la maille) et
l'utilisation d'une marge de tolérance (la marge) permettent de définir un critére de similarité multiple

et précis (cf. Figure 3-1).

maille

marge

Cun-l

Figure 3-1 Comparaison structurale dans GOK : la maille (définie en unités d’angle) et la tolérance (marge en
unités de maille) pour ’angle diédre o définissent une zone de similarité. Les sous-structures ayant un angle o
compris dans cette zone, sont considérées comme similaires. Dans la présente figure, chaque marge correspond a
une maille.

GOK propose deux mesures rms multiple pour vérifier que les correspondances entre les
coordonnées internes et les structures 3D déterminées sont bien en accord. Le premier, noté mp-rms
(pour « mean of all pairwise rms deviation »), est une moyenne arithmétique des déviations calculées

par paires de structures. Si on note S;, S, ..., S,, les m structures, chacune composée de n carbones o,
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et s; = (xy, vy, zj) les coordonnées du C, j dans la structure i (i=1, ..., m; j=1, ..., n), alors la

déviation minimale rms A\ entre les structures k et / est définie comme suit :
n
2 Rs +1-— 2
A"’_H}altn Z sy tE=s, n
=]

ou le minimum est pris sur toutes les rotations propres R et translations ¢ (Kabsch, 1976 ; Sippl et
Stegbuchner, 1991). Le mp-rms est alors défini de la fagon suivante :
m(m —1
mp —rms = ZAH/()
12k>1z2m 2
Le deuxiéme critére, noté s-rms (pour « star-rms »), est obtenu par le calcul de la moyenne
arithmétique de toutes les déviations rms entre chaque template et une structure « moyenne » S, (c-a-d
recalculée sur les angles moyens) calculé sur le bloc. Celle-ci est définie comme suit :
m
s —rms = ZAOk/m
=1
GOK est donc une méthode qui a 1'avantage de tester toutes les solutions possibles sans favoriser
I'une des structures en tant que « pivot » et permet, en théorie, la comparaison simultanée d'un grand

nombre de structures.

Au moyen de cette méthode, des ¢léments structuraux communs sont alors identifiables sur
I’ensemble des structures choisies en template. Ces éléments qu’on appellera également Blocs
Structuraux Communs (CSB) ou encore, blocs, correspondent souvent a des éléments de structures
secondaires. Pour désigner ces éléments de structure secondaire chez les P450s nous utiliserons celle
proposée par Poulos (Poulos et al, 1985) et revue par Hasemann (Hasemann et al., 1995). Toutefois,
un bloc ne correspond pas a un simple élément de structure secondaire, il peut contenir un
fragment d’un tel élément, par exemple une partie de brin ou d’hélice, ou encore un groupe de SSEs

contigus.

Dans I’¢tude des P450s, et selon les structures présentes dans chaque jeu, un nombre différent de
CSBs a été déterminé. Ce nombre de blocs tourne autour d’une vingtaine et la longueur totale des
blocs couvre a peu pres 60 a 70% de toute la protéine. Ils serviront alors d’ossature pour la
reconstruction de la protéine cible, un peu a la manicre des techniques d’enfilage (ou threading). lls

sont présentés en détail dans le chapitre 5.
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3.2.3 Vers un jeu de blocs général...

Avec trois ensembles différents de structures cristallines —comprenant toutefois des structures
communes— nous sommes parvenus par trois fois a obtenir a peu prés le méme jeu de blocs. Chaque
jeu de blocs a été aligné indépendamment sur les mémes P450s cibles en vue de reconstruire leurs
modeles. La plupart du temps (comme il sera montré dans la partie résultats) les modeles obtenus sont
différents. Cette différence pouvant provenir de I’alignement des blocs sur la séquence cible, je me
suis intéressé de prés aux positionnements des blocs pour les trois jeux de blocs. Il s’est alors avéré
que selon le jeu de blocs utilisés, le positionnement de certains blocs ne concordait pas d’un jeu a
I’autre. Comme nous n’avions pas utilisé les mémes structures pour chacun des jeux, 1’idée m’est
venue de faire un jeu de blocs général qui comprendrait les onze différentes structures utilisées au
travers des trois jeux de templates. GOK recherche des trajectoires 3D communes et fournit les
résultats de blocs sous forme de courts sous-alignements (cf. Figure 3-2) comme le font la plupart des
logiciels d’alignement structural. Pour élaborer un jeu global de blocs a partir des trois jeux
disponibles, il suffisait donc a priori de fusionner entre eux les sous-alignements de chaque bloc. Cette
tache qui semblait aisée au premier abord s’est révélée moins évidente que prévue : certains sous-
alignements de blocs ne concordaient pas avec leurs homologues provenant d’un set de templates
différent. Par exemple, deux séquences d’un méme bloc pour un jeu de templates donné n’étaient pas

trouvées alignées de la méme fagon dans un autre jeu, pour ce méme bloc.

La plupart des désaccords trouvent leur origine dans un décalage en séquence en début ou fin de
bloc. Ces décalages de quelques résidus (d’1 résidu a 6) sont observés chaque fois au niveau d’un bloc
comprenant une partiec d’hélice a. Ce décalage des sous-alignements est explicable : lors d’une
identification de bloc par le logiciel GOK, I'utilisateur doit choisir un sous-alignement structural qui
représente une trajectoire commune a tous les femplates, parmi plusieurs sous-alignements possibles.
Cette sélection s’effectue graphiquement via ’interfacage du logiciel de visualisation Midas (UCSF,
Université de Californie), couplé a GOK. Les nombreux sous-alignements structuraux proposés sont
souvent chevauchant entre eux, et se distinguent alors les uns par rapports aux autres par un décalage
au niveau de I’initiation (et par conséquent de la terminaison) du sous-alignement, d’une structure ou
plus, parmi toutes les structures présentes dans le jeu. La Figure 3-2 présente justement un exemple de
ce cas de figure ou un décalage d’1 résidu et un décalage de 6 résidus sont observés pour le bloc 4
(voir numérotation des blocs, chapitre 5.2). Dans cet exemple, les structures des P450.,, (pdb loxa),
P450gy\3 (pdb 2hpd) et CYP 2C5 (pdb 1dt6) sont présentes dans les 3 jeux de templates. Visuellement,

et en ne prenant en considération que les alignements correctement superposés (cf. légende de la
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Figure 3-2), les sous-alignements structuraux de chaque région correspondent bien a une trajectoire
similaire sous GOK : il s’agit ici d’un morceau d’hélice G. En revanche, en s’intéressant de plus pres
aux séquences des sous-alignements de ce bloc, un décalage est observé entre les deux jeux de blocs
(entre A et B) de 6 résidus pour la séquence du P450gy; et de 1 résidu pour la séquence du CYP 2C5
par rapport a la séquence du P450.r. Pour trancher entre ces deux résultats, il a donc fallu comparer
ce bloc avec celui de mon jeu de blocs, en prenant également en considération les autres structures de
ce méme bloc non montrées ici : dans les trois jeux, lorsque les sous-alignements d’un méme bloc sont
en accord dans au moins deux jeux, c’est ce sous-alignement qui est choisi. Dans certains cas,

I’utilisation d’un autre logiciel d’alignement structural a été nécessaire (Matras).

(A) (B)
loxa EAARGAFGRWSSEIL loxa AFGRWSSEIL
2hpd PFITSMVRALDEAMN 2hpd PFITSMVRAL
1dt6eé EEFLKLMESLHENVE 1dteé KLMESLHENV

Figure 3-2 Décalage observée pour le bloc 4 entre le jeu de N. Loiseau (A) et celui de M. Cottevieille (B).
L’hélice G correspondant au bloc 4 dans les structures loxa (en vert) 2hpd (en rouge) et 1dt6 (en bleu) est
représenté en trace sous VMD. Dans (B), la représentation est volontairement calée sur le méme alignement
structural que dans (A) pour mettre en évidence le décalage de sous-alignement. En pratique, sous Midas (couplé a
GOK), les 3 fragments d’hélices seraient bien slir superposés pour former un bloc. L’alignement en séquence
correspondant est montré. Dans cet exemple, un décalage de 6 résidus est observé sur 2hpd et un décalage de 1
résidu sur 1dt6. Comme une hélice a une méme trajectoire dans 1’espace, un décalage de 1 résidu ou de 3 n’est pas
observable sous Midas. A noter que le bloc trouvé par M. Cottevieille est plus court que celui trouvé par NL.

Ce décalage de 1 a 6 résidus au niveau des blocs n’est pas surprenant en soi, ¢’est une limite de
principe de la détection par les angles O : la trajectoire d’une hélice est décalable d’un % tour (1 a 2
résidus décalés dans les sous-alignements), ou méme d’un tour (3 a 4 résidus). Sachant qu’il faut 3,6
résidus pour faire un tour d’hélice, un décalage de 3 a 4 résidus en alignement séquetiel est
compréhensible pour un décalage d’un pas d’hélice. Dans certains cas, lors de la recherche, GOK

propose comme sous-alignement une région d’une hélice pour cing structures, et une région d’une
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autre hélice pour la sixiéme structure. Comme les trajectoires des hélices se ressemblent dans ’espace,

GOK a pu considérer des morceaux d’hélices différents comme une méme trajectoire commune.

Au final, I’évaluation de la « bonne » trajectoire commune n’est pas facilitée par la lisibilité du
programme de visualisation et il n’est pas rare, notamment au niveau des hélices 0 d’observer des
décalages d’un résidu ou plusieurs résidus. En prenant connaissance de cette analyse, j’ai pu
finalement constituer un jeu de blocs communs aux trois jeux de templates (cf. Figure 5-4 et Figure
5-5 dans la partie des résultats) qui couvre plus de 60% de la séquence des P450s alignés. A noter
que les deux structures du CYP 2C5 (1nr6 et 1dt6) ont été conservées dans le jeu de bloc général car

les séquences sont 1égérement différentes en raison de mutations introduites pour la cristallisation.

3.2.4  Et pourquoi pas un jeu de blocs universel des 29 templates de P450s ?

3.2.4.1 Les limites de GOK

Le logiciel GOK a été développé courant 1997, prévu pour fonctionner sur des Silicon Graphics
(SGI) et couplé a Midas, un logiciel de visualisation de structures qui avait I’avantage de pouvoir
intégrer des modules « maison ». Du fait de son ancienneté et du support sur lequel il tourne, il s’est
montré (et demeure) limit¢ dans son fonctionnement. Ainsi, déterminer 24 CSBs sur un jeu de 6
templates nécessitait plus de deux semaines de travail et de calcul sur une SGI Octane R10000. Ce
programme a été ensuite exporté et recompilé sur Linux, mais n’offrait plus la possibilité de
visualisation. Sans I’outil de visualisation, les problémes li¢s au décalage sont difficilement repérables.
C’est une des raisons pour lesquelles je n’ai pas refait de nouveau jeu de blocs sous GOK avec un jeu
de templates enrichi et a jour de la PDB. En effet, le rythme de publications de nouvelles structures de
P450s dans la PDB s’est intensifi¢ durant mes trois années de thése. Par ailleurs, du fait que les
structures récentes balayent un spectre plus large de P450s, les incorporer dans notre jeu de templates
rend la reconstruction d’un P450 inconnu plus aisée : en augmentant le nombre de templates avec de
nouvelles structures, on augmente également la chance d’avoir dans le jeu un template proche du P450
inconnu a reconstruire. Dans 1’optique de valider ma méthodologie de reconstruction de P450s a faible
taux d’identité, il était préférable de ne conserver que les 11 femplates dont je disposais a I’époque ou

j’al commencé ce travail.

3.2.4.2 GAKUSA : unremplacant pour GOK ?
L’information des blocs que fourniraient les 29 différentes formes de P450s cristallisées (29
structures non redondantes a la date du 12 avril 2007) n’est pourtant pas négligeable : le passage a 29

templates permettait de vérifier la solidité du jeu de blocs inital a 11 templates. De fagon intuitive, on
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peut penser que sur un ensemble plus grand de structures de référence, des blocs en nombre et de
longueur moins importante seraient identifiés. Comme 1’alignement sous GOK des 29 templates
n’était pas envisageable (li¢ a la limitation de calcul des machines), il fallait trouver un autre logiciel
au fonctionnement similaire a celui de GOK. GAKUSA est un autre logiciel développé a 1’ABI
(Atelier de Bioinformatique, Institue Curie) basé sur une approche comparable a GOK dans sa
représentation des structures. En revanche, (voir section 2.4.5.2), son algorithme est totalement
différent. Contrairement 8 GOK, GAKUSA ne dispose pas d’interface graphique, mais est compensé
par son automatisation : il identifie en un temps rapide tous les CSBs des structures. L’utilisateur peut
de plus imposer une longueur minimale de recherche de blocs: GAKUSA détermine alors
itérativement chaque position de CSBs trouvés avec un score associé. A chaque itération, les positions
trouvées sont cachées pour I’itération suivante, forcant le logiciel a identifier de nouveaux blocs
(comme dans GOK). Lors des premiers essais sur un jeu de structures restreintes de P450s, GAKUSA
paraissait non seulement beaucoup plus rapide que GOK, mais permettait également de traiter un plus
grand nombre de structures simultanément. J’ai donc utilisé ce logiciel afin de comparer les blocs

obtenus sur I’ensemble des 29 templates de P450 par rapport aux jeux de blocs dont je disposais déja.

Pour constituer le jeu des 29 templates (cf. Tableau 3.2), seules les structures les mieux résolues
ont été retenues en cas de redondance (substrats, mutants, etc.). Dans le Tableau 3.2, on peut
remarquer que les structures bactériennes sont plus représentées, mais le jeu dispose quand méme de
10 templates de P450s microsomaux de plus en plus diversifés alors qu’ils étaient dominés par des

structure de P450s de la famille 2C en 2004.

3.3 Positionnement des CSBs sur la séquence cible

Lorsque les blocs structuraux sont identifiés, la seconde étape de la méthode consiste a rechercher
la meilleure correspondance entre les sous-alignements en séquences de ces blocs (définis
structuralement et indépendamment de la nature des acides amings), avec la séquence cible qui elle-
méme peut Etre alignée avec d’autres séquences a fort taux de similarité. Pour cela, tous les CSBs sont
transformées en « profils » (ou PSSM) puis sont alignés sur la séquence de la P450 de structure
inconnue ou contre un pré-alignement de séquences de plusieurs P450s homologues. Ce pré-
alignement permet de tenir compte de la dégénérescence de séquence au sein d’une sous-famille de
P450, ce qui peut aider a compenser la faible identité en séquence entre les différents P450s. Cette

étape de recherche de positionnement des CSBs est par ailleurs trés importante : la qualité
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d’alignement des blocs sur la séquence cible est cruciale pour la reconstruction du modéle,

I’alignement de la partie N-terminale pouvant conduire a de nombreuses incertitudes et ambiguités.

Tableau 3.2 Liste des structures ayant servi pour constituer le set de templates général.

Rés Date de . Nombre de structures
cyp PDBID (A) publication Espece disponibles
P450cam 1re9 1.45 16/11/2003  Pseudomas putida 57
P450gm3 2ij2 1.20 07/11/2006  Bascillus megaterium 21
P450n0r 2jfb 1.00 20/12/2001  Fusarium oxysporum 12
P450¢rr 1z80 1.70 12/04/2005 Saccharopolyspora erythrea 9
P4500xyb 1Ifk 1.70 11/12/2002 Amicolatopsis orientalis 3
P4500xyc lued 1.89 09/12/2003  Amicolatopsis orientalis 1
P450epok 1qg5d 1.93 28/10/2003  Polyangium cellulosum 2
CYP 119 lio7 1.50 28/02/2001  Solfobus solfataricus 5
CYP 121 1n40 1.06 04/02/2003  Mycobacterium tuberculosis 4
CYP 152A1 lizo 2.09 18/03/2003  Bacillus subtillis 1
CYP 154A1 lodo 1.85 02/01/2004  Streptomyces coelicolor 1
CYP 154C1 1gwi 1.92 29/01/2003  Streptomyces coelicolor A3(2) 1
CYP 158A2 1s1f 1.50 11/01/2005 Streptomyces coelicolor A3(2) 5
CYP 175A1 1n97 1.79 25/02/2003  Thermus thermophilis 2
CYP 51 1x8v 1.55 23/11/2004  Mycobacterium uberculosis 6
P4504 1ue8 3.00 13/07/2004  Sulfobus tokodaii 1
P450p1kc 2cd8 2.85 20/02/2007  Streptomyces venezuelae 5
P450¢erp lcpt 2.29 31/01/1994  Pseudomas sp. 1
CYP 199A2 2fr7 2.00 16/01/2007 Rhodopseudomonas palustris 1
CYP 2A6 2fdu 1.85 28/11/2006  Homo sapiens 6
CYP 2B4 1suo 1.89 20/07/2004  Oryctolagus cuniculus 3
CYP 2C5 1nr6 2.03 12/08/2003  Oryctolagus cuniculus 3
CYP 2C8 1pqg2 2.70 13/01/2004 Homo sapiens 1
CYP 2C9 1r9 2.00 15/06/2004 Homo sapiens 3
CYP 2D6 2f9q 3.00 20/12/2005 Homo sapiens 1
CYP 3A4 1tgn 2.04 27/07/2004 Homo sapiens 6
CYP 8A1 2iag 2.15 10/10/2006 Homo sapiens 1
CYP 2R1 20jd 2.70 30/01/2007 Homo sapiens 1
CYP 1A2 2hi4 1.95 20/02/2007 Homo sapiens 1

3.3.1 SmartConsAlign, le premier logiciel d’alignem  ent de CSBs sur la
séquence cible

N. Loiseau et M. Cottevieille, ont tous deux utilis¢é un méme logiciel pour aligner leur jeu de

blocs : SmartConsAlign, développé a I’ABI (Jean et al., 1997). Ce logiciel été écrit pour trouver la

meilleure correspondance possible entre le profil de chaque CSBs et la séquence a aligner. Pour ce

faire, a chaque bloc structural était associé une matrice dite consensus (ou profil/PSSM) donnant la

répartition des différents acides aminés pour chaque position dans ce bloc (cf. Figure 3-3). Dans
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SmartConsAlign, la dimension de cette matrice est de 20 lignes, et d’un nombre de colonnes égale a la
longueur de la séquence correspondante. Chaque ligne correspond a un symbole de 1’alphabet utilisé,
généralement a un type d’acide aminé. D’autre part, les coefficients de la matrice sont pondérés par un
facteur tenant compte des similarités entre acides aminés : en pratique la matrice finalement utilisée
est le produit de la matrice consensus par la matrice de similarit¢ BLOSUM 62. Un score de similarité
est alors défini pour chaque position de la matrice le long de la séquence de la protéine a modéliser. La
recherche du meilleur score par déplacement de la matrice consensus considérée sur 1’alignement
préétabli de séquences, permet donc de déterminer la portion la plus similaire. Il est a noter que les
matrices consensus sont construites sans insertions ni délétions, mais la position correspondante sur la
séquence peut en comporter.
12345678

A DTV DVR G
EDTG FLG G Bloc structural

SDYF EFH G

0 O
0 O
0 O
1/3 0
1/3 0
0
1

1/3 PSSN

OTTmMoUO®>
[cNoNeol NolNoNe]

Calcul du score

Séquence(s) de P450 de structure inconnue

Figure 3-3 Construction et schéma d'utilisation d'une matrice consensus dans SmartConsAlign

Pour chaque bloc, SmartConsAlign propose différentes solutions classées suivant le score et
calcule également pour chaque solution la probabilité (p-value) que le score obtenu soit égal au score
obtenu avec une séquence quelconque (Goldstein et Waterman, 1994). Cette probabilité permettait
d’estimer la fiabilité d’une solution : plus la valeur donnée était proche de 1, plus la fiabilité était
faible. Ainsi, le positionnement final des blocs sur la séquence cible résulte d’une prise en compte a la

fois des scores d’alignement, mais aussi des positions relatives des CSBs en cas d’ambiguité.

La principale faiblesse de ce programme vient justement de ces ambiguités : chaque bloc est traité
indépendamment des autres, sa position peut alors chevaucher celle d’un autre bloc, voire étre inversée
par rapport a I’ordre initial des blocs structuraux identifiés dans les templates. Ces erreurs peuvent étre

corrigées en utilisant des informations biochimiques ou issues de la littérature.
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3.3.2 Caliseq, vers une extension multi bloc de Sma  rtConsAlign

En réponse aux problémes d’ambiguité du positionnement des blocs, il fallait mettre en place un
nouveau logiciel permettant le traitement simultané de tous les blocs, d’une part qui tienne compte de
I’ordre logique des blocs structuraux, d’autre art qui empéche le chevauchement des blocs. L’idée était
de reprendre le principe de « matrice consensus » pour représenter chaque bloc, de les traiter en un
seul passage et surtout de permettre a ces blocs de « glisser » librement sur la séquence cible jusqu’a
leur positionnement définitif. La prise en compte de tous les blocs en un passage ainsi que ce
glissement de blocs sur la séquence cible permettrait d’éviter le chevauchement des blocs entre eux et
surtout prendrait en compte 1’ordre des blocs tels qu’ils ont été identifiés sur les structures de
références. Selon ces critéres, j’ai donc été amené a développer une nouvelle extension pour le logiciel
SmartConsAlign, un module qui a été baptisé Caliseq pour Consensus Alignement of Sequences. Les

caractéristiques de cet outil seront détaillées dans le chapitre 4.

3.3.3 Du positionnement des blocs vers I'obtention de I'alignement final

En sortiec de Caliseq, on obtient un alignement du jeu de blocs sur une séquence (ou sur un
alignement de séquence). Cette forme actuelle d’alignement n’est pas immédiatement exploitable par
les logiciels de reconstruction 3D par homologie : il faut supprimer les séquences alignées avec la
séquence de P450 a reconstruire lorsqu’elles sont présentes, et surtout compléter les parties entre les
blocs par les séquences respectives. En effet, les logiciels de reconstruction requicrent la séquence
compléte des structures de référence. Selon la méthode utilisée pour la reconstruction du modgéle, le

« remplissage » de ces parties « inter-blocs » a plus ou moins son importance.

3.3.3.1 Les différentes stratégies utilisées

Dans la méthodologie initiale utilisée au laboratoire, il faut construire un jeu de contraintes de
distances et d’angles de type RMN dans chaque bloc, représentant une « moyenne » des informations
structurales. Ainsi, pour chaque région structuralement conservée, les données structurales de tous les
templates sont intégrées simultanément, tandis que les parties variables (inter-blocs) sont reconstruites
sans contraintes en méme temps que les parties structuralement conservées. De ce fait, I’alignement
des parties hors blocs des séquences des templates sur la séquence cible est sans importance.
L’utilisateur pouvait aligner ces régions a sa guise sachant que ’information des résidus au niveau

inter-blocs ne serait pas prise en compte lors de la reconstruction.
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II n’en est pas de méme lorsqu’on opte pour une autre stratégie utilisant des outils
bioinformatiques automatiques de reconstruction par homologie. En effet, la précédente stratégie est
trés efficace mais nécessite des manipulations manuelles pour un bon nombre d’étapes. Dans un souci
de simplification, d’automatisation et de production a grande échelle de modéles, il a été convenu de
changer de stratégie, a savoir utiliser des logiciels disponibles de reconstruction par homologie. Cette
stratégie devait néanmoins incorporer la « philosophie » des reconstructions par blocs avec priorité
absolue des calculs de contraintes dans les blocs. Le logiciel Modeller pouvait répondre au cahier des
charges : un fichier d’alignement ainsi qu’un fichier de directives étaient pris en entrée et la
construction d’un (ou de plusieurs) modéle pouvait étre effectué en tenant compte des contraintes

spatiales déterminées par I’alignement.

Avec Modeller, deux approches ont pu é&tre exploitées ici: soit en respectant I’esprit de la
premicre stratégie, utiliser seulement 1’automatisation et la rapidité de reconstruction de Modeller, soit
en tirant profit des avantages de Modeller pour reconstruire les régions inter-blocs grace a 1’utilisation
de sa banque de repliement pour imposer des contraintes spatiales dans les zones inter-blocs. Dans le
premier cas, il suffit de ne mettre aucune séquence de templates en correspondance avec les régions
inter-blocs tel que cela est montré en Figure 3-4. La seule contrainte dans le second cas est la nécessité
de fournir un alignement aussi précis que possible des régions inter-blocs.

template aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa-----bbbbbbbbcccc cceeeeccececcececcccccccecce
target ddddddddddddddddddddddddeeeee-------- ffff i

Figure 3-4 Méthodes pour neutraliser le calcul de contraintes dans les régions inter-blocs sous Modeller : les
régions hors blocs du template ne sont pas alignées avec la séquence. Dans 1’exemple, aucune contrainte spatiale
dérivée de la séquence femplate ne sera utilisée pour construire la région ‘eeeee’ de la cible, et la région
‘bbbbbbbb’ du femplate n’est pas prise en compte dans le calcul.

3.3.3.2 L’alignement inter-bloc, mesure de sécurité et nouvelle difficulté ?

Durant ma these, j’ai donc opté pour 'utilisation de Modeller pour la reconstruction a grande
échelle des modeles. Les deux approches ont été utilisées. Dans le cas de la seconde approche
(utilisation de la banque de repliement de Modeller pour les régions inter-blocs), il était important de
bien aligner les parties entre les blocs. La majeure difficulté de cette opération venait du fait que ces
régions étaient par nature structuralement variables (non sélectionnées par GOK) et aussi, souvent de
tailles trés différentes. Par exemple, les P450s microsomaux possédent de nombreuses boucles non

présentes chez leurs homologues bactériens. Il y a donc deux difficultés : aligner des zones de
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longueur trés hétérogeénes entre les templates, puis aligner ces régions sur la séquence cible. Plusieurs

stratégies ont été essayées pour réaliser cet alignement inter-bloc.

Alignement visuel. La premicre stratégie est celle de I’approche manuelle. Dans un premier
temps, j’ai effectu¢ manuellement tous les alignements inter-blocs des séquences des P450s de
référence (cf. Figure 5-5 page 194). Pour cela, j’ai essayé de maximiser les correspondances d’acides
aminés en fonction de leur identité ou de leurs propriétés (polarité, hydrophobicité). Cette stratégie est

manipulateur-dépendant.

Utilisation de ’information des SSE. Il est possible d’améliorer les résultats d’un alignement en
séquence en tenant compte des structures secondaires des templates. Dans ’alignement des régions
inter-blocs, j’ai utilisé a la fois les informations de SSE décrites dans les fichiers PDB de chaque
structure de référence, mais j’ai également eu recours a des logiciels comme le serveur MATRAS (cf.
section 2.4.3.3) pour I’alignement des structures secondaires entre elles. La principale difficulté
rencontrée ici vient de fait que les régions inter-blocs correspondent la plupart du temps a des régions
non structurées. Or et les alignements de structures secondaires proposés sont en désaccord avec les
alignements de GOK : n’étant déja pas en accord sur les régions considérés comme structuralement

conservée par GOK, I’alignement inter-bloc est difficilement réalisable.

Utilisation de Clustalw adapté. Finalement, une dernicre stratégie a été expérimentée en ayant
recours a Clustalw dans un mode de fonctionnement un peu détourné. En effet, il est possible de
fournir a Clustalw sa propre matrice de similarité afin d’adapter 1’alignement produit en fonction des
correspondances indiquées dans la matrice. Pour forcer le calage des blocs (et donc des débuts et fin
de zones inter-blocs), j’ai introduit un nouveau caractére dans la matrice (cf. Figure 3-5) pénalisé
fortement lorsqu’il se retrouve aligné face a un autre résidu et favorisé fortement lorsqu’il est aligné

face a lui-méme.
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# Matrix made by matblas from blosum62.iij

# X matches with itself with a high score

# * column uses minimum score

# BLOSUM Clustered Scoring Matrix in 1/2 Bit Units

# Blocks Database = /data/blocks_5.0/blocks.dat

# Cluster Percentage: >= 62

# Entropy = 0.6979, Expected = -0.5209
ARNDCQEGHILKMFPST WYVBZX*
4-1-2-20-1-10-2-1-1-1-1-2-11 0 -3-20-2-1-9-4
-150-2-310-20-3-22-1-3-2-1-1 -3-2-3-1 0-9-4
-2061-30001-3-30-2-3-210 -4-2-330-9-4
-2-216-302-1-1-3-4-1-3-3-1 0-1 -4-3-341-9-4
0-3-3-39-3-4-3-3-1-1-3-1-2-3-1-1 -2-2-1-3-3-9-4
-1100-352-20-3-210-3-10-1 -2-1-203-9-4
-1002-425-20-3-31-2-3-10-1 -3-2-214-9-4
0-20-1-3-2-26-2-4-4-2-3-3-20-2 -2-3-3-1-2-9-4
-201-1-300-28-3-3-1-2-1-2-1-2 -22-300-9-4
-1-3-3-3-1-3-3-4-342-310-3-2-1 -3-13-3-3-9-4
-1-2-3-4-1-2-3-4-324-220-3-2-1 -2-11-4-3-9-4
-120-1-311-2-1-3-25-1-3-10-1 -3-2-201-9-4
-1-1-2-3-10-2-3-212-150-2-1-1 -1-11-3-1-9-4
-2-3-3-3-2-3-3-3-100-306-4-2-2 13-1-3-3-94
-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-47-1-1 -4-3-2-2-1-9-4
1-110-1000-1-2-20-1-2-141 -3-2-200-9-4
0-10-1-1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-115 -2-20-1-1-9-4
-3-3-4-4-2-2-3-2-2-3-2-3-1 1-4-3-2 11 2-3-4-3-9-4
-2-2-2-3-2-1-2-32-1-1-2-13-3-2-2 27-1-3-2-9-4
0-3-3-3-1-2-2-3-331-21-1-2-20 -3-14-3-2-9-4
-2-134-301-10-3-40-3-3-20-1 -4-3-341-9-4
-1001-334-20-3-31-1-3-10-1 -3-2-214-9-4
-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9-9 -9-9-9-9-9999 -9
4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4-4 4-4-4-4-4-91

Figure 3-5 Matrice BLOSUM 62 modifiée : le caractére X est fortement pénalisé (-9) lorsqu’il se retrouve en
face d’un autre résidu et fortement favorisé (+999) lorsqu’il se retrouve en face de lui-méme.

En utilisant ce caractére pour remplacer les résidus a I’intérieur des blocs, le résultat escompté est
un alignement ou Clustalw force les blocs a s’aligner entre eux, et traite normalement les résidus
inter-blocs. Cette méthode n’est pas toujours adaptée : certains blocs ne pourront pas étre utilisés dans
Clustalw, principalement ceux qui ne sont pas trouvés dans toutes les structures. En effet, n’ayant pas
de correspondance dans les autres séquences des femplates, ils viendraient a fausser le résultat par un
décalage des blocs. Par exemple, dans 1’alignement de la Figure 5-5 page 194, le premier bloc (CSB0)
n’est présent que sur 5 des 11 structures. En remplacgant tous les résidus des blocs par le symbole X,
certaines séquences du CSBO sont venus s’aligner sur les séquences du CSB1* provoquant ainsi
quelques décalages dans I’alignement comme le montre la Figure 3-6. Par ailleurs, méme en
supprimant des jeux les blocs non trouvés dans toutes les structures, Clustalw n’a pas été en mesure

d’aligner correctement les blocs entre eux a I’aide de ce caractére : des décalages sont toujours

observés, et dans certains cas, les décalages se prolongent dans tout 1’alignement.
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------------------- VD WYSTY AELREA-- P VTPVRFLGQ DAWLVTGYDE AKA/SDLRL 56
MPQPK TFGELKNLPLLNTDKPVQAL MKIADELG-E IFKFEA -PGR VTRYLSSQRL IKEADESRF 67
PPGPT PLPIIGNMLQ IDVKDICKSF TNFSKVYG-P VFTVYF-GMN PIVVFHGYEA VKEAIDNGE 65
PPGPT PLPVIGNILQ IGIKD ISKSL TNLSK VYG-P VFTLYF-GLK PIVVLHGYEA VKEALDLGE 63

PPGPT PFPIIGNILQ IDAKDISKSL TKFSE CYG-P VFTVYL-GMK PTVVLHGYEA VKEAVDLGE 66

I1gwi 1 --ARIPLD-- ---------- PFV--eeeee TD LDGES ARLRAG-- P LAAVELPGGVPVWAVTHHAE AKAITDPRL 54

1e9x 1 MSAVALPRVS GGHDEHGHLE EFR------- --- TD PIGLM QRVRIECG-D VGTFQLAGK QVVLLSGSHA NEFFRAGDD 68

1dt6 1 -------mmm - PPGPT PFPIIGNILQ IDAKD ISKSL TKFSE CYG-P VFTVYL-GMK PTVVLHGYEA VKEAVDLGE 63

lrom 1 --APSFPFSR ASGPEPP--- ------eees - AEFAK LRATN--- P VSQVKLFDGS LAWLVTKHKD VCFVFSEKL 56

lcpt 1 MDARATIPEH IARTVILPQG YADDE----- --- V- IYPAF KWLRDEQ-- P LAMAHIEGYD PMWIATKHAD VMQIKQPGL 69

3cpp 1 --NLAPLPPH VPEHLVFDFD MYNPSNLSAG ----- VQEAW AVLQSNVRD LVWTRMNG-- GHWIATRGQL IREAEDYRH 71
CSBO CsB1* CsSB1* CSB1

Alignement par clustalw aprés
remplacement des résidus
intra bloc par le symbole X

loxa 1 ATVPDL ESDSFHVD XX XXK==mm-- Xem= XXXK- TA XXXXXXKX LGQ XXXXXAXX XXXAXXXXSD 53
2hpd 1 TIKE XEXXXXXXXAXXX XXXANTDRE XXXXXXXXHE LG XXXXXXKX PGR XXXX XXX XXXAXXXBE 65
1pg2 1 -- --KL X XXXXXXXXXX XXXADVKDX XXXXXXXXK Y GXX XXX XK GMN XXXX XXX XXXXXXXID 62
log5 1 -- - XXXXXXXXAXXX XXKAGIKD X XXX XXXXXR Y GXXXXXXK GLK XXXXAXAXX XXAXAXXXXID 60
inrg 1 - -GKL XEXXXXXXXAXXX XXXADAKDX XXXXXXXXIC Y GXX XXX XK GMK XXXX XXX XXXAXXXMD 63
lgwi 1 -- ARI PLDPFVTD XX XXX-mmmmmm X XXX%- AG XXXXXXR GGVXXXXXXX XXXXXXXED 51
1e9x 1 ---MSAVALP RVSGGHDEHG HLEEFRTD XX XXX------ X=== XXXXE CG XXXXXXX AGK XXXXXXX XXXAXXXXRA 65
1dt6 1 ----mmmen oo XXXXXXXXKXK XXXADAKDX XXXXXXXXIC Y GXX XX XXX GMK XXX AXXAXK XAKXXXAXAMD 60
lrom 1 ---mememem oo APSFPFS RASGPEPP XX XXX-mmmmmm Xo-m XXXX- == XXXXXXE DGSXXXXXXX XXXXXXXES 53

lcpt 1 --MDARATIP EHIARTVILP QGYADDEV XX XXK==mm-- X XXXX%- EQ  XXXXXXE GYDXXXX XXX XXXXXXXKQ 66
3cpp 1 NLAPLPPHVP EHLVFDFDMY NPSNLSAG XX XXX------- Xe== XXXXEN VPXXXXXXX-NG  XXXXXAXX XXXAXXXXED 68

Figure 3-6 Probléme lié aux blocs non présents sur tous les templates: lorsque les résidus a Iintérieur de ces
blocs sont remplacés par le symbole X, Clustal a du mal a les aligner correctement. Un code de couleur a été
utilisé pour représenter les résidus de chaque bloc. Dans les templates ou le bloc 0 est absent, des résidus X du
bloc suivant (CSB 1*) se sont détachés pour s’aligner sur CSBO des autres templates.

La stratégie initiale par calcul de jeu de contraintes uniquement dans les blocs de type RMN
n’accordait pas de valeur a 1’alignement inter-bloc : les régions variables inter-blocs étaient censées ne
contenir aucune information structurale et donc étre reconstruite sans information a priori. En
reproduisant cette stratégie par la premiére approche de Modeller, les régions inter-blocs sont
généralement mal reconstruites, Modeller étant incapable de construire ces régions de fagon ab initio.
C’est pourquoi, ¢’est finalement la seconde approche (par utilisation de la banque de repliements de
Modeller) qui a été utilisée pour produire les modéles de P450s. Dans cette approche, on pouvait se
contenter de produire un alignement grossier inter-bloc pour satisfaire Modeller, et optimiser les
régions inter-blocs une fois le modele obtenu. Il était cependant préférable de produire le meilleur
alignement inter-bloc possible : aucune stratégie hormis 1’alignement manuel n’a pu donner de
résultats convaincants. Il a été vu en effet que ni 1’utilisation d’autres informations (SSE par exemple)
ni I’alignement Clustalw « adapté » pour les zones inter-blocs n’ont pu étre exploitables. Au final,
pour construire les modeles de P450s obtenus sous Modeller, I’alignement des zones inter-blocs a

été réalisé manuellement.
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3.4 Construction des modeles de Cytochrome P450

Pour la troiséme étape, aprés I’alignement des templates sur la séquence cible, deux procédures
ont été mises au point pour construire les mode¢les : (i) la procédure initiale mettant en jeu des logiciels
et des concepts issus de la détermination structurale par RMN, utilisée par N. Loiseau et
M. Cottevieille, et (ii) la procédure que j’ai appliquée, plus automatisée et plus commune pour la

construction de mode¢les par homologie.

3.4.1 Meéthode initiale basée sur la RMN

L’alignement structural obtenu par GOK distingue deux types de régions: (i) les blocs
structuralement conservés et (ii) les segments d’acides aminés qui les séparent et qui ne fournissent
aucune information structurale. Les premiers servent de support a la reconstruction du P450 désiré, les
seconds sont quant a eux sans importance. Dans les régions alignées (blocs), les atomes conservés
pour le calcul des contraintes dépendent des chaines latérales des résidus alignés. S’il n’y a pas de
glycine a une position donnée de 1’alignement, les Cp sont conservés. Les atomes de rang Yy peuvent
également étre conservés s’ils existent dans tout le bloc (cf. Figure 3-7). La conservation des atomes

de rang 0 et au-dela est plus rare, sauf dans le cas d’identité absolue dans le bloc.

On
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Figure 3-7 Exemple de conservation des atomes pour le calcul des contraintes de distances.
Si Cget C)sont conservés dans le bloc, ces atomes du résidu cible sont imposés et le X; fixé.
En revanche, si seuls les Cg sont conservés et que le résidu cible comporte un C), (ou plus),
il faut alors choisir un rotameére ;. Sur cette figure sont également représentées (en fleches
rouges) les distances calculées pour les contraintes (distances au plus proche voisin, ne
prenant pas en compte les atomes covalemment liés).
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L’une des premicres étapes de cette méthode consiste en la sélection des atomes conservés dans
les chaines latérales des résidus du bloc, puis a sélectionner les rotameres quand il manque de
I’information. Les angles de torsion des chaines latérales, Xi, X, etc... des acides aminés d’une
protéine adopte généralement trois orientations préférentielles : +60°, —60° ou +180°. Au sein de la
protéine, la distribution de ces angles de torsion dépend de 1’élément de structure secondaire auquel
participe 1’acide aminé et donc de la conformation locale de son squelette. L’équipe de Karplus
(Dunbrack et Karplus, 1993) a établi une librairie de rotaméres a partir de 1’étude de 132 structures,
qui permettait de corréler la position d’un couple (@) dans le plan de Ramachandran avec un
rotameére particulier (cf. Figure 3-8). Ces tables permettent de sélectionner le rotamére le plus probable

pour chacun des acides aminés des blocs conservés a partir des angles (¢,\)) « expérimentaux ».

180 13313 2.8
160 579T9TTEIT9g
140 5.5 5.5
X2=-60 + 60 X2=0 + 30 X2=-60 + 30 120 E0 =T T =T .
100 58
80 515 7
60 9
X1=—-60 + 60 3,5(1) 8,8 (2) 4,7 (3) 40 PR )
X1=180 + 60 6,8 (4) 9,8 (5) 11,8 (6) 2 BB B
X1= 60 + 60 29,6 (7) 18,7 (8) 5,3 (9) 2 T
-60
-80
Pourcentage de chacune des combinaison (X;,X2) sur la population d’asparagine -100
de 132 protéines sélectionnées a la PDB. Chaque rotamére est désigné par un :14213
numéro entre parenthese. 160 P
-180 1377317212
o o o o o o o o o (=]
we R8T I NiIg iR Yoo

Figure 3-8 Exemple de distribution des rotaméres les plus probables en fonction des angles (,4) : cas de
I’asparagine (d’apres Dunbrack et Karplus, 1993). Le tableau de gauche montre une liste des 9 rotameres possible
de I’asparagine et le pourcentage de précesne de ces rotameres dans la PDB. Le tableau de droite correspond a une
table de correspondance des rotameres les plus probables en fonction de la configuration locale (¢,).

L’étape suivante consiste en la construction des fichiers de contraintes d’angles et de distances.
Pour chacun des résidus des blocs conservés, les angles diédres ¢, Y, Xi, X2, sont dérivés de
I’alignement ou inférés a partir des rotameres probables pour constituer le jeu de contraintes
angulaires. Chacun des angles ¢, Y est défini par une valeur et un écart type résultant de la moyenne
arithmétique des données expérimentales de 1’ensemble des structures templates tandis que les valeurs
et écart types des angles X;, X», sont repris de celles fournies par Dunbrack et Karplus. Le fichier de
contraintes de distances nécessaire a la construction des mod¢les est lui établi a partir du calcul de
toutes les distances entre un atome donné et tous les atomes voisins conservés (non liés covalemment)
pour chaque structure templates dans un rayon maximal donné (ou cut off) (cf. Figure 3-7). Pour ne
pas générer un fichier de contraintes trop important ou redondant, on choisit de : (i) sélectionner toutes

les distances inter atomiques inférieures a 8 A, (ii) de compléter par des distances conservées
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héme-résidus pour ancrer I’héme, (iii) les distances entre chaines latérales (par exemple Cp— Cp de 2
résidus voisins dans I’espace ou dans la séquence) sont intégrées pour conserver 1’agencement des
différentes blocs entre eux, en particulier entre blocs non contigus. Les distances ainsi conservées
permettent de décrire I’environnement local de chacun des atomes. Chaque contrainte est définie par

deux valeurs (moyenne + écart type).

Lors de la reconstruction, les 30 premiers résidus en N-terminal — notamment lors de
reconstruction de P450s membranaires a partir de femplates bactériens — sont généralement supprimés :
n’ayant pas d’équivalent structural, cette partic modélisée sans contrainte pouvait perturber 1’ensemble
du modele. La reconstruction a partir des contraintes géométriques et la minimisation sont conduites
sous le logiciel DYANA (Giintert et al, 1997) initialement destiné au calcul des structures de protéines

ou d’acides nucléiques a partir de contraintes conformationnelles provenant d’expériences RMN’.

Dans cette étape d’optimisation géométrique, les boucles (ou régions inter-blocs) sont
reconstruites sans contraintes. Il peut en résulter des configurations anormales dans 1’espace des ¢,
au sens des régions autorisées de I’espace de Ramachandran. Pour rendre ces structures plus
acceptables au sens de Ramachandran, un programme établissant des contraintes angulaires est
appliqué pour le squelette des acides aminés dans les régions hors blocs. Il consistait a déplacer un
point (¢,|) d’une zone interdite vers une zone autorisée la plus proche. Les modéles ainsi travaillés
étaient ensuite soumis a un recuit simulé sous contrainte par le logiciel X-Plor (Brunger, 1992),

permettant de relacher les modéles obtenus parfois trop compacts aprés minimisation par DY ANA.

Cette premiere méthode globale procurait en son temps des modeles de trés bonne faction aussi
bien d’un point vue géométrique qu’énergétique. Elle nécessitait hélas une succession importante
d’étapes, longues et lourdes en calcul avec manipulations de nombreux fichiers au format différent.
Aucune automatisation n’était envisageable dans ce cadre, c’est pourquoi j’ai choisi une autre
approche pour la construction des modéles, approche réalisée en grande partie par un seul logiciel :

Modeller (cf. section 2.5.1.2).

"DYANA a succédé au logiciel DIANA (Distance geometry Alogrithm for NMR Applications) et n’est plus
supporté actuellement. La derniére version en date est DYANA v1.5
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3.4.2 Modeller, un logiciel de modélisation compara  tive prét a I'emploi

3.4.2.1 Utilisation conventionnelle de Modeller

Largement répendu dans la communauté scientifique, le logiciel Modeller offre 1’avantage de
calculer lui-méme les contraintes d’angles et de distances de fagon automatisée : il suffit pour cela de
lui fournir un ensemble de structures de références, un fichier d’alignement de ces structures et enfin
un fichier de commandes contenant une liste de directives. Il dispose €galement de procédures de
recuit simulé pour la reconstruction de boucles et de minimisation pour produire des modé¢les stables
énergétiquement. Bref, c’est un package complet pour la construction de modéles par homologie. La
principale contrainte pour nous est le respect de la « philosophie » des blocs, a savoir le respect de la
topologie et les contraintes structurales au niveau des blocs. Le probléme lors d’utilisation de logiciels
de type « boite noire », c’est qu’il n’est pas toujours évident d’avoir un contrdle sur ce genre de chose.
Nous avons d’abord pensé utiliser le programme pour construire les modéles et exploiter les fichiers
de contraintes générés par Modeller par retour a la stratégie d’optimisation en recuit simulé sous
contraintes (section 3.4.1). Cela n’a pas été possible dans la mesure ou le fichier de contraintes
récupéré n’était pas compréhensible et donc non exploitable. Par ailleurs, ce logiciel suit une
procédure rigoureuse qu’il faut respecter au mieux si I’on désire profiter de sa pleine potentialité pour
construire un modele correct. Par exemple, une des contraintes imposée par le programme est de
fournir un alignement des templates le plus précis possible sur la séquence cible. Ceci suppose un
alignement a la fois des blocs sur la séquence cible, mais aussi des régions inter-blocs, jugées non
prioritaires pour la reconstruction dans la philosophie des blocs. Par conséquent, Modeller traite donc
a niveau égal aussi bien les régions reconnues par GOK comme structuralement conservées et les
régions hors blocs. En effet, Modeller détermine lui-méme les régions conservées et les régions dites
variables et se charge de reconstruire ces régions variables a I’aide d’informations qu’il puise dans sa

banque de repliements.

Une petite remarque peut étre formulée pour I’attachement de 1’héme lors de la reconstruction du
P450. En fait, Modeller n’est pas en mesure de reconnaitre de nouveaux résidus (par exemple une
cystéine modifiée) ou construire des cofacteurs (comme 1’héme par exemple), et se contente de copier
les coordonnées de ’héme d’une des structures de référence au modéle. En conséquence, il n’y a pas
d’attachement de ’héme a la cystéine proximale du P450. Il devra étre effectué a posteriori par

’utilisateur.
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3.4.2.2 Traitement additionnel lors de reconstruction de boucles

Une premiére possibilité est de laisser le programme agir avec les paramétres par défaut, mais j’ai
pu également expérimenter un autre moyen qui « mimait » au mieux la premi¢re méthode pour le
traitement des régions inter-blocs, puisque Modeller offre également la possibilité de construire des
boucles de novo. 1l est possible en effet de « forcer » Modeller a ne pas s’appuyer sur les contraintes
spatiales fournies par les femplates au niveau des régions inter-blocs : il suffit de ne pas aligner ces
régions comme il a été présenté a la Figure 3-4. Ne disposant pas de contraintes spatiales dérivées des
structures de référence, Modeller reconstruit alors ces régions de fagon ab initio. Une reconstruction
ab initio donne toujours de longues boucles non structurées au niveau de ces régions privées de
contraintes spatiales. Ainsi, dans ce cas, on applique une seconde procédure a Modeller pour
« raffiner » ces régions, exactement de la maniére utilisée dans la premiére stratégie issue de la
détermination structurale par RMN. Cette procédure peut s’effectuer durant la reconstruction (voir
exemple en annexe 4.2) Elle ne nécessite que le fichier de structure du mode¢le a traiter et un script de

commandes similaire au fichier général de commandes, utilisé pour la reconstruction des modeles.

L’utilisateur doit donc informer au programme au moyen de ce script, les régions qu’il considére
comme des boucles a reconstruire (voir annexe 4.2). Afin de conserver I’arrangement spatial des blocs
les uns par rapport aux autres au cours de ce processus, un jeu de contraintes entre chaque C, des
résidus de fin de bloc avec celui de début du bloc suivant, est également défini dans le fichier de
directives. Ces contraintes spatiales sont appliquées au niveau de la distance, des angles de torsions,
des angles impropres et di¢dres. Une fois toutes ces informations déclarées, le fichier de directives
commande Modeller qui va déplacer aléatoirement les coordonnées cartésiennes des C, de chaque
boucle, puis procéder a une optimisation locale par recuit simulé de chaque boucle, et ce de fagon
itérative. C’est un peu 1’équivalent du recuit simulé effectué par le programme Xplor pour reconstruire

les boucles dans la premiére stratégie, mais cette fois-ci, de maniere automatisée.
3.5 Evaluation, sélection et raffinement des modéle s

Quelles que soient les méthodes utilisées pour la reconstruction, un nombre important de modeles
doit étre généré. En effet, les méthodes de reconstruction donnent rarement une solution unique
puisque tous les modeles générés sont triés par le seul critére de la fonction énergétique. Pour explorer
au mieux 1’espace des solutions les plus énergétiquement favorables, il faut multiplier le nombre de

modeles et sélectionner selon les critéres d’évaluation définis par 1’ utilisateur.
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3.5.1 Les différents critéres d’évaluation

Les différents outils et critéres d’évaluation ont été déja abordés lors de la section 2.5.4. Selon les
méthodes utilisées pour la reconstruction, les critéres d’évaluation n’ont pas été les mémes. Ainsi,
pour les premicres méthodes basées sur des outils RMN, le critére essentiel était celui de la géométrie
au niveau du plan de Ramachandran. Le logiciel de référence pour ce genre d’évaluation est
PROCHECK. Il permet entre autres de vérifier si les couples (¢,) sont bien situés dans les zones
autorisées du diagramme de Ramachandran, de contréler de la distorsion géométrique des chaines
latérales, la planéité des cycles aromatiques etc. Les meilleurs modéles PROCHECK étaient alors
sélectionnés pour une relaxation, et une seconde sélection se fait ensuite sur le critére de 1’énergie

totale de chaque mod¢le aprés relaxation.

Pour les mode¢les issus de Modeller, un processus assez similaire a été appliqué. Modeller dispose
de son propre score, appelé fonction objective, qu’il calcule pour tous les modéles qu’il génére. Ce
score est une combinaison de plusieurs paramétres aussi bien statistiques qu’énergétiques. Plus ce
score est bas, meilleure est la structure. Cependant, la meilleure fonction objective n’est pas toujours
synonyme de meilleure solution. En effet, la notion de « meilleur modéle » est variable selon les
logiciels d’évaluation utilisés. De ce fait, chaque fois que j’ai eu a sélectionner un modele parmi
I’ensemble de ceux générés par Modeller, j’ai di chercher un compromis entre les différentes
méthodes d’évaluation. Avec I’expérience, certains programmes ont été privilégiés : ainsi, je n’ai pas
eu a utiliser PROCHECK dans la mesure ou tous les mode¢les sortis par Modeller étaient « propres »
au niveau du plan Ramachandran. J’ai en revanche utilis¢ ANOLEA, PROQ ainsi que Prosa Il pour
évaluer les modéles (cf. Tableau 2.3 a la page 120). Il n’a pas été possible pour moi d’établir un script
pour le choix des mod¢les par ces outils : les scores étant calculés différemment, un consensus n’est
pas réalisable. La recherche d’un meilleur compromis entre les scores calculés par ces différents

programmes est encore manuelle.

3.5.2 Affinement avant d’étre exploité

Une fois le modéle choisi, vient 1’étape d’affinement. Le modéle est dans un premier temps

soumis au logiciel SCWRL (http://bioserv.cbs.cnrs.fi/HTML _BIO/frame_scwrl.html) (Canutsecu et

al., 2003) qui réattribue les chaines latérales de fagon a minimiser les « clashes » entre chaines
latérales, et entre chaines latérales et squelette peptidique. SCWRL dispose pour cela d’une

bibliothéque de rotamére et propose une liste de valeurs de X;-X2-X3-X4 en fonction des valeurs ¢ et )
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du squelette peptidique. Lorsque les chaines latérales sont correctement positionnées, une
minimisation est opérée suivie d’une dynamique pour « reldcher » la molécule. C’est d’ailleurs au
cours de cette étape que I’on procede a la « fixation » de I’héme sur la cystéine proximale, et ce quel
que soit le logiciel utilisé pour la dynamique. Au cours de ma thése, j’ai été conduit a tester différents
champs de force sur les modéles que j’obtenais : GROMOS, CHARMM et AMBER. J’ai d’abord
travaillé avec le champ de force GROMOS en raison de la simplicité¢ du programme GROMACS pour
le paramétrage et sa robustesse. Dans ses premicres versions (V3.1.4) il était trés aisé d’attacher
I’héme a ’apoprotéine : GROMACS disposait en effet des fichiers nécessaires a la reconnaissance de
I’héme et sa fixation a la cystéine la plus proche. Cette procédure de fixation se faisait
automatiquement, sans intervention de 1’utilisateur. Dans les versions plus récentes, la présence de
I’héme dans le site actif, empéche I’encapsulation de la protéine entiére dans une boite d’eau. Comme
je n’ai pas réussi a trouver 1’origine du probléme, je suis passé a une version plus ancienne de
GROMACS et plus tard a une nouvelle suite de logiciels. J’ai adopté par la suite le programme
NAMD pour réaliser les simulations, car ¢’est un outil qui offre la possibilité d’utiliser aussi bien le
champ de force CHARMM qu’AMBER. Les différentes simulations opérées sur les modéles ont
montré qu’il n’y avait pas de différences notables entre ces deux champs de force, au niveau des

résultats. Pour la suite des expériences, c’est finalement le champ de force AMBER que j’ai utilisé.

Quels que soient les outils utilisés pour la simulation, les paramétrages des simulations ont été a
peu prés équivalents. Dans tous les cas, le modéle a relaxer a été placé dans une boite d’eau périodique
—on parle alors de simulations en solvant explicite— dont les bords sont situés a 10 A du bord des
résidus de surface de la protéine. En fait, la taille de la boite est définie par 'utilisateur, et peut étre
plus petite. Par sécurité, la marge de 10 A autour de la protéine a toujours été appliquée, conduisant a
des boites périodiques parallélipédiques de ’ordre de 95x85x75 A®. La forme de la boite n’est quant a
elle pas importante (cubique, octaédrique ...), seule sa périodicité 1’est. En effet, les conditions
périodiques (correspondant a une duplication de la boite le long des trois axes du référentiel)
permettent le maintient du nombre de molécules total, de volume et de pression dans les ensembles
NVT ou NPT. Une des conséquences indirecte lors de 1’utilisation de ces conditions périodiques est
de s’affranchir d’un nombre trop important de molécules dans le systéme et donc soulager le temps de
calcul pour chaque simulation. Ainsi, si une molécule d’eau par exemple sort de la boite par une face,
elle est générée systématiquement aussitot sur la face opposée, permettant au systéme de conserver le
méme nombre d’atomes. Dans un souci de neutralité du systéme, des contre-ions sont ajoutés au
systéme (Na" ou CI"). Une fois la solvatation réalisée, le systéme peut alors étre minimis¢, équilibré et

soumis a une simulation de MD pour des temps variables allant de la picoseconde a la nanoseconde,
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qui se traduisent en temps de calcul de quelques jours a quelques semaines. En fin de dynamique,
I’énergie du systéme est évaluée pour vérifier si le modéle obtenu est stable ou non. Apres cette ultime
étape, je dispose alors d’un support de travail pour analyser les mécanismes de reconnaissance des

P450s in silico.

3.5.3 Traitement additionnel (et optionnel) des rég  ions inter-blocs sur les
modeles obtenus

Lorsque j’ai voulu valider la méthodologie de reconstruction a 1’aide de blocs structuraux
conservés, j’ai souvent été confronté a des « divergences structurales » au niveau des régions
inter-blocs entre le modele et la structure de référence (exemple 1tqn pour le modele du CYP 3A4).
Quelle que soit I’approche utilisée sous Modeller (avec ou sans alignement inter-bloc), des différences
de repliements sont observées entre la structure-test et les modéles générés, localisées surtout au
niveau de ces régions qui ne devaient pas porter d’information structurale. La méthode de
reconstruction des boucles proposées par le logiciel Modeller n’a pas donné les résultats espérés,
comme cela a été déja évoqué. Dans I’ancienne stratégie basée sur les outils RMN, N. Loiseau et M.
Cottevieille essayaient de s’affranchir de ce probléme par 1’utilisation du recuit simulé sous Xplor.
C’¢était possible car les fichiers de contraines étaient générés explicitement en format Xplor, et le
programme pouvait calculer toutes les violations des contraintes spatiales pour chaque modéle généré.
Avec Modeller, cette étape n’est pas accessible du fait d’un format obscure des fichiers: la
récupération des fichiers de violations des contraintes de Modeller n’était d’aucune aide, étant dans

I’incapacité de les exploiter.

Il fallait donc trouver une alternative a cette étape ultime d’affinement sous Xplor. Cela m’a
conduit a prendre contact avec K. Zimmermann du MIG (Mathématique, Informatique et Génome) a
I’INRA de Jouy-en-Josas. Je cherchais un minimisateur efficace et seul ORAL (Zimmermann, 1991)
semblait adapté a ’esprit de la minimisation par blocs : il relaxe uniquement des portions d’une
molécule bordées par deux blocs rigides (ou semi-rigides) déterminés par 1’utilisateur. Son concept
plutdt novateur était cependant limité par la génération de champ de force qu’il intégre : AMBERA4.
Avec mes simulations conduites sous AMBERG6, les topologies n’étaient pas compatibles. Il a donc
fallu reconstruire toutes les topologies sous AMBER4. Par ailleurs, ORAL utilise le package

d’AMBER, qui est sous licence. Je ne disposais pas de licence sur mes propres machines.
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3.6 Conclusion

Au travers de ce chapitre, j’ai présenté la stratégie de reconstitution de P450s inconnus a basse
identité de séquences mise au point au laboratoire. Avec les différentes générations de modélisateurs,
cette stratégie s’est vue modifiée. J’ai réalisé les principaux changements au cours de ma thése, en
apportant une nouvelle fagcon d’aligner ainsi qu’une nouvelle maniére de construire les modéles, tout
en conservant la philosophie initiale : celle d’utiliser les ¢éléments structuraux communs a tous les
P450s pour servir d’ossature aux nouveaux modeles. Ainsi, pour chaque étape, j’ai présenté les deux
méthodes (I’ancienne et la nouvelle) afin que on puisse se rendre compte a la fois de leurs
différences, mais également des problémes auxquels j’ai ¢été confronté pour adapter cette
méthodologie aux nouveaux outils mis a disposition. A chaque difficulté rencontrée dans 1’adaptation

de la méthode, différentes approches pour trouver une solution ont été présentées.

On dit souvent qu’un beau dessin vaut mieux qu’un long discours, aussi, je terminerai ce chapitre
par un schéma récapitulatif présentant la méthodologie générale de reconstruction de P450s utilisée au
laboratoire sous ses deux aspects : avant et aprés mon arrivée. La dualité sera alors plus visible pour

chaque étape de la reconstruction.

Le prochain chapitre est consacré au logiciel que j’ai développé pour automatiser de fagon non
ambigué le positionnement des blocs sur la séquence cible : Caliseq. Ce logiciel prend donc place a
I’une des étapes les plus importantes de la méthodologie, a savoir fournir au logiciel de construction

de mode¢le par homologie, 1’alignement le plus fiable.
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Etape 1 :

Ancienne stratégie

Identification des CSBs

Etape 2 :

Alignement des CSBs

Etape 3 :

Construction des modeéles

Etape finale :

Nouvelle stratégie

Choix des P450s de référence

Choix des P450s de référence

A

A 4

Identification des CSBs

. Logiciel GOK

Identification des CSBs

. Logiciel GOK
. Fusion des 3 jeux de templates
. Logiciel GAKUSA

Transformation de chaque bloc en PSSM puis
alignement des blocs sur la séquence du P450s
a reconstruire, indépendamment les uns des
autres par déplacement des profils sur la
séquence cible

. Logiciels Make_consenus et SmartConsAlign

Alignement simultané de I'ensemble des
Blocs sur la séquence du P450s a
reconstruire, par programmation dynamique

. Programme Caliseq

v

Alignement des régions de
séquences inter-blocs

. Programme Clustalw
. Utilisation des SSE
. Alignement manuel

Construction du modéle par homologie a
I'aide de logiciels de RMN en utilisant les
contraintes spatiales entre les atomes des
résidus dans les blocs

. Banque de rotaméres de Karplus, utilisation
du logiciel DYANA pour la construction selon
les contraintes spatiales et enfin logiciel
XPLOR pour le recuit simulé et pour
optimisation

Construction du modéle par homologie de
maniére automatisée

. Logiciel Modeller

v

Sélection du modeéle final

Recuit simulé sur les régions inter-blocs

. Utilisation de la fonctionnalité de Modeller
pour reconstruire les boucles de novo
. Programme ORAL (sous AMBER4)

Evaluation des modéles générés

. Logiciel Procheck
. Evaluation de I’énergie globale

Evaluation des modéles générés

. Compromis Fonction Objective de Modeller,
logiciel Prosall, logiciel ProQ et logiciel Anolea

v

Affinement des modéles sélectionnés en boite
de solvant

. Gromacs
. NAMD

Figure 3-9 Schéma récapitulatif de la méthodologie appliquée a la reconstruction a bas taux d'identité des

P450s







CHAPITRE 4

Voyage au centre de Caliseq

« Mon oncle Lidenbrock nous met tous a la diete
Jjusqu’au moment ou il aura déchiffré un vieux
grimoire qui est absolument indéchiffrable !»

Jules Verne (1828— 1905 ap JC)
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4.1 Présentation de I'outil

Ce chapitre présente le programme qui réalise non seulement 1’alignement des blocs sur la
séquence cible pour la reconstruction ultérieure du modéle, mais qui offre une autre possibilité: celle
de scanner les banques de séquences a la recherche de nouveaux P450s. Caliseq est donc un outil a
deux facettes, auquel j’ai consacré une grande partie de ma thése, pour son développement, puis pour
son optimisation a la suite de résultats obtenus lors de son utilisation. A 1’origine, Caliseq a été congu
comme une extension au programme SmartConsAlign, utilisé par mes prédécesseurs pour réaliser le
positionnement des blocs indépendamment les uns des autres. En réponse a des attentes liées a la
méthodologie, comme par exemple ’alignement simultané de tous les blocs (représentés par un
ensemble de PSSMs séquentielles), un nouveau cahier des charges précis a ét¢ défini. Celui-ci imposa
de nouvelles contraintes au programme si bien que son mode de fonctionnement ainsi que son
algorithme se sont progressivement ¢loignés de ceux du programme d’origine, conduisant Caliseq a
une « entité » a part dans SmartConsAlign. Du programme SmartConsAlign, Caliseq n’en utilise plus
que « ’interfacage » et partage encore quelques fonctions d’ouverture, de lecture et d’écriture de
fichiers de séquences. Toutes les parties d’alignement, de calcul de scores et de calcul de seuils sont
propres a Caliseq. L’interfacage de SmartConsAlign est des plus simples, sans représentation
graphique : SmartConsAlign, de méme que Caliseq, ont en effet été tous deux écrits en langage C et

sont utilisables sur différentes plateformes (Linux, Unix et MacOSX).

Au cours de ce chapitre, je décrirai dans une premicére partie les grands points du logiciel ainsi que
ses parametres, puis dans une seconde partie, je discuterai des différentes évolutions apportées au
programme pour ’adapter au mieux a 1’étude des P450s. Le manuel d’utilisation du programme est
présenté en Annexe 3, avec une description succincte des fonctions principales qui composent le

programme.

4.2 Fonctionnement de Caliseq

4.2.1 De nouvelles entrées pour le programme

Bien que reprenant le principe d’alignement de blocs du programme SmartConsAlign, les fichiers
d’entrées du nouveau programme devaient étre redéfinis pour prendre en compte un ensemble de blocs
a la place d’un bloc unique. Tous les blocs (donnés sous forme de sous-alignements de séquences par

GOK) sont donnés en entrée dans un méme fichier. Le format d’entrée regroupe chaque sous-
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alignement de séquences les uns a la suite des autres, séparées par un délimiteur (cf. Annexe 2). Ce
fichier d’entrée n’est alors plus adapté a une transformation en matrice consensus effectuée lors d’une
étape préalable dans la version originale de SmartConsAlign : la construction des profils (profile en

anglais) liés a ces alignements se fait désormais directement dans le programme Caliseq.

Par ailleurs, deux autres fichiers ¢&taient présentés en entrée standard au programme
SmartConsAlign : 1) la séquence de la protéine inconnue a reconstruire (ou son alignement avec
d’autres P450s de la méme famille) et ii) optionnellement, une matrice de similarit¢ BLOSUM ou
PAM pour rajouter du « flou» a la recherche. Dans Caliseq, le fichier d’alignement « cible » ne
nécessite pas de transformation préalable. La matrice de similarité pour sa part n’est plus utilisée dans

la derniére version de Caliseq, pour des raisons expliquées plus loin.

Il est a noter que contrairement a SmartConsAlign, le programme Caliseq autorise la présence des
gaps (‘=) (insertion ou délétions) dans les profils des blocs : certains blocs n’ayant pas été trouvés sur

toutes les structures, leur séquence dans le sous-alignement correspondant sera remplacée par des gaps.

4.2.2 Un algorithme de programmation dynamique adap té

En raison du traitement simultané de tous les blocs, le procédé initial de recherche par
déplacement des matrices position par position le long de la séquence cible comme le faisait
SmartConsAlign (cf. section 3.3.1) n’était plus envisageable. Ce procédé a donc cédé la place dans
Caliseq a une méthode d’alignement plus adaptée : la programmation dynamique de type NWS (cf.
section 2.4.1.3). J’ai dii toutefois adapter cette méthode a nos besoins : d’une part le programme devait
prendre en considération des profils au lieu de séquences, et d’autre part il devait autoriser le

« glissement » libre —sans pénalité— des blocs sur la séquence cible.

Dans la programmation dynamique classique, il faut, pour aligner deux séquences 4 et B, de
longueur M et N respectivement, créer une matrice d’alignement de dimension M x N ou chaque
colonne et chaque ligne correspondent a un acide aminé de la séquence A et B respectivement. Pour
prendre en compte les profils, ce principe de création d’une matrice M x N reste inchangé sauf qu’a la
place d’un symbole unique, chaque ligne et chaque colonne correspondent désormais a un ensemble
de 20 symboles, un pour chaque type d’acide aminé (voir la Figure 3-3, page 142). En fait, j’ai utilisé
plus de 20 symboles dans les matrices consensus puisqu’il faut aussi plusieurs poids de gap : il y a le

poids de gap contre acide aminé (asymétrique, selon que le gap est inséré dans la séquence ou dans le
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profil, donc deux valeurs différentes) ou encore le poids gap contre gap. Dans Caliseq, le poids
attribué¢ a une insertion a une position donnée dépend de la fréquence des gaps a cette position du
profil du jeu des blocs (des « PSSMs séquentielles ») ainsi que du poids d’ouverture de gap. Cet aspect
est abordé plus en détail dans la section 3.4.6 de I’Annexe 3. Concernant le « glissement » libre des
profils sur la séquence cible, I’astuce a consisté a ne pas pénaliser les gaps entre les blocs (en fait, sur
la premiere ou la derniére colonne de chaque PSSM). L’utilisation de cette astuce impliquera toutefois
certaines contraintes, notamment d’ « accrochage » de certains blocs sur la séquence cible comme il
sera vu plus tard. L’alignement proprement dit est affiché en sortie de programme au format clustal ou

fasta.

4.2.3 Le deuxiéme réle de Caliseq

Caliseq a été développé initialement pour aligner un jeu de blocs sur une séquence cible a
reconstruire, et ce de fagon simultanée et automatique. Par son fonctionnement, Caliseq est capable de
lire une séquence cible ou un alignement de séquences comprenant la séquence cible, pour le
confronter a un ensemble de blocs. Dans la mesure ou il peut lire des alignements de séquences, rien
ne I’empéche a priori de lire individuellement chaque séquence de I’alignement comme des séquences
d’une banque®. Le but était d’utiliser le jeu de blocs comme une signature spécifique aux P450s
contenant I’information de conservation structurale pour identifier de fagon fiable les séquences de
P450s inconnues (non annotées) ou encore, mettre en évidence des P450s dans des génomes
nouvellement séquencés. Cette recherche a alors un intérét double : non seulement elle permet d’avoir
a disposition une banque de séquences de P450s, mais ¢galement, en combinant avec la méthodologie
de reconstruction par blocs, d’obtenir une banque de structures et/ou sites actifs de P450s reconstruits
a partir des séquences identifiées. La banque de modeles 3D pourrait ainsi servir comme base d’études

de criblage virtuel & haut débit’.

L’identification de P450s sur les banques de séquences par Caliseq se fait au moyen du score
d’alignement des blocs sur la séquence traitée, obtenu en fin de programmation dynamique : ce score
servant de critére de sélection, est évalué a un seuil d’acceptation imposé par I’utilisateur. Dans les

premicres versions de Caliseq, ce score ne pouvait pas &tre utilisé tel quel, et nécessitait une

¥ 11 s’agit de banques de séquences enregistrées au format fasta, au sein d’un méme fichier. C’est le genre de
fichier qui est généralement récupérable a partir des FTP de banques de données telles que Swiss-Prot, TrEmbl,
Pfam, etc.

? Ces criblages se font généralement avec des méthodes de docking sur site rigide. Les approches virtuelles a
haut débit sont utilisées dans le domaine pharmaceutique pour tester des banques de composés contre une cible
thérapeutique (ADN ou protéine)
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normalisation préalable. Les scores normalisés étaient alors comparés au seuil d’acceptation basé sur
un calcul de ratio. Cette premiere version du seuil n’étant pas suffisamment rigoureuse pour détecter
les nouveaux P450s, un nouveau seuil a été ensuite implémenté, basé cette fois-ci sur un calcul
de z-score. L’évolution de ce seuil, ainsi que la nécessité de son remplacement sont expliquées dans le

paragraphe qui suit.
4.3 Les différentes évolutions de  Caliseq

Depuis son développement initial, I’outil Caliseq a été décliné en plusieurs versions, chacune
apportant son lot de nouveautés. Initialement, Caliseq était prévu pour remplacer le programme
SmartConsAlign en réalisant les alignements d’un ensemble de blocs —correspondant a des sous-
alignements de séquences de structures de P450s cristallisés— sur une séquence ou un pré-alignement
de séquences cibles dans le but de reconstruire un modele 3D de la protéine cible. Caliseq apportait
par rapport a SmartConsAlign la possibilité de traiter en une seule fois I’ensemble des blocs, en
conservant I’information de leur ordre, et en évitant ainsi leur chevauchement possible observé
lorsqu’ils étaient traités séparément. Autrement dit, I’information contenue dans I’ensemble de blocs
était renforcée par rapport a celle de chaque CSB pris séparément : 1’information de repliement
commun a tous les P450s n’est plus morcelée par blocs, mais au contraire, présente sur toute la
protéine. Partant de ce constat, on a attribué au programme la possibilité de scanner les banques de
séquences : celui-ci utilise alors cette information contenue dans les ensembles de blocs pour détecter
et identifier des séquences de P450s. L’outil Caliseq offrait donc un intérét nouveau dans le domaine
de la génomique, en cherchant de nouvelles séquences de P450s dans les génomes récents. Ce
« deuxiéme mode » de Caliseq, celui de recherche sur banque, a donné lieu a la premiére évolution de
I’outil Caliseq. De nombreuses modifications dans la structure méme du programme ont alors di étre

opérées : de nouvelles fonctions ont ét€ congues, et certains algorithmes, repensés.

Ainsi, par rapport a la version initiale, le calcul de la matrice de substitution a été complétement
revu pour mieux répondre au besoin du « scoring » d’alignement sur banque, score qui a servi de
critére de sélection des CYPs. Par ailleurs, un systéme de seuil a ét¢ mis en place, testé puis affiné.
L’ensemble de tous ces ajustements avait pour objectif principal d’améliorer la sensibilité et la fiabilité
de I’outil. Un comparatif des résultats obtenus pour chaque version sera exposé en résultat dans le

paragraphe 5.5.
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4.3.1 Vers un nouveau systéme de calcul des « PSSMs  séquentielles »

4.3.1.1 Une matrice initiale de similarité empruntée a PAM/BLOSUM

Dans la premiére version de Caliseq, la création du profil pour le jeu des blocs s’appuyait sur une
matrice de similarité¢ de type PAM ou BLOSUM qui permettait de pondérer les fréquences des acides
aminés dans le profil. Le calcul des poids pour une position donnée du profil (des « PSSMs
séquentielles ») correspondait donc dans la version initiale de Caliseq a un calcul de fréquences,
pondérées par les coefficients de similarités des acides aminés tels qu’ils apparaissent dans la matrice
de similarité utilisée. Ainsi le score de substitution W(j,i), pour aligner la position i des « PSSMs
séquentielles » avec la position j dans le pré-alignement de séquence s’obtenait selon la formule
suivante :

N

20 Z(M(ak’am‘)
UVEDY b

IY; X fore(@y)

Ou qa; est I'un des 20 acides aminés, a,; I’'un des acides aminés a la position i de la « PSSMs
séquentielles », M(ay,a,;) le coefficient de I’acide aminé «; contre 1’acide aminé a,; dans la matrice de
similarit¢ (PAM/BLOSUM), N le nombre de séquence dans un CSB donné des « PSSMs
séquentielles » et f,..(ay;) la fréquence de I’acide aminé a; a la position j des séquences pré-alignées.

Un exemple de calcul de profil a partir de cette formule est présenté dans la Figure 4-1.

Comme il sera vu dans le chapitre des résultats, la construction de la matrice d’alignement par
cette formule a permis au final d’obtenir un alignement de blocs sur la séquence cible similaire a celui
de N. Loiseau et M. Cottevieille et ce, sans avoir a replacer manuellement les blocs dont les positions
attribuées par SmartConsAlign étaient incertaines. L’alignement par programmation dynamique a donc
donné directement le résultat optimal, sans avoir recours a l’intervention humaine, prouvant ainsi

I’apport de 1’outil Caliseq par rapport a SmartConsAlign.

Néanmoins, ’utilisation des scores de la matrice de similarité était moins bien adaptée pour la
recherche sur banque. En effet, lorsqu’on se penche a nouveau sur la matrice de score (Figure 4-1),
force est de constater que les scores attribués aux résidus présents dans 1’alignement (marqués en gras
dans la matrice) ne correspondent pas toujours aux scores les plus élevés. Ceci est lié en fait a

’utilisation d’une matrice de similarité.
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1

A 4.00

2 3 4
-2.00 -2.00 -0.67 -2.00 -0.33 -1.00

5

6

B -2.00 400 -3.00 -3.67 0.00 -3.33
-3.00 -2.00 -1.00 -3.00 -1.00
-3.00 -3.67 -1.00 -3.33 -1.00 -3.00
2.00 -3.00 -2.67 0.00 -2.33
6.00 -0.33 -1.00 -0.67 -4.00 -2.00
-3.67 -2.00 -3.33
-3.00

2.33 -3.00 2.67
-4.00 -4.00 -4.00
-2.00 -1.00 -2.00

C 0.00
D -2.00
E -1.00
F -2.00
G 0.00
H -2.00
| -1.00
J -4.00
K -1.00
L -1.00
M -1.00
N -2.00
0 -4.00
P -1.00
Q -1.00
R -1.00
S 1.00
T 0.00
U -4.00
vV 0.00
W -3.00
X 0.00
Y -2.00
Z -1.00
- -7.00
@ 0.00
$ 0.00
2 0.00
! 0.00
& 0.00

6.00

-3.00
-1.00 -3.00
-1.00 -1.00
-3.00 0.00
-4.00 -4.00
-1.00 -3.00
-4.00 0.00
-3.00 0.00
1.00 -3.00
-4.00 -4.00
-1.00 -4.00
0.00 -3.00
-2.00 -3.00
0.00 -2.00
-1.00 -2.00
-4.00 -4.00
-3.00 -1.00
-4.00 1.00
-1.00 -1.00
-3.00 3.00
1.00 -3.00
-7.00 -7.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00

3 Blocs :

1.67 -2.00 1.33
-3.00 1.00 -3.00
-4.00 -4.00 -4.00
-2.67 -2.00 -2.33
-2.00 0.00 -2.00
-2.33 0.00 -2.67
-2.00 -1.00 -2.00
-0.67 -2.00 -0.33
-4.00 -4.00 -4.00

-2.33 -2.00 -2.67
-1.00 -1.00 -1.00
-1.00 2.00 -1.00
-2.67 0.00 -2.33
-7.00 -7.00 -7.00
0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 oO.

Exemple de calcul des scores de la matrice :

ADF
ADF
ADF

LRV
LRV
VHL

PCF
PCT
PCF

Al
A2
H4

123

456

789

F9

7 8

-2.00 -3.00 -2.33

-3.00

9
0.00 -1.33
9.00 -1.67
-2.33

-1.00 -4.00 -2.33

8:38

-2.00 -3.00 -2.67
8.00 -3.00 -2.00 -3.00 -1.33
-3.00 -1.00 -0.33
-4.00 -4.00 -4.00
-1.00 -3.00 -2.33

-3.00 2.00 -3.00 -1.00

-0.33

-2.00 -1.00 -0.33
-2.00 -3.00 -2.00
-4.00 -4.00 -4.00

7.00 -3.

00 -3.00

-1.00 -3.00 -2.33
-2.00 -3.00 -2.33
-1.00 -1.00 -1.00
-1.00 -1.00
-4.00 -4.00 -4.00

-3.00 3.00 -2.00 -1.00

-0.67

-4.00 -2.00 0.00
-2.00 -2.00 -0.67
-3.00 -2.00 1.33
-1.00 -3.00 -2.33
-7.00 -7.00 -7.00

0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00

0.00
0.00
0.00

0.00 0.00 0.00

00 0.00 0.00

M(A,A) + M(AA) + M(AA)
M(B,A) + M(B,A) + M(B,A)
M(H,L) + M(H,L) + M(H,V)
M(L,L) + M(L,L) + M(L,V)
M(V,L) + M(V,L) + M(V,V)
M(F,F) + M(F,T) + M(F,F)
M(T,F) + M(T,T) + M(T,F)

0.00

(4+4+4)/3 = 4
(-2-2-2)/3 = -2

(-3-3-3)/3=-3
(4+4+1)/3 = 3
(1+1+4)/3 = 2

(6-2+6)/3 = 3.33
(-2+5-2)/3 = 0.33

Figure 4-1 Exemple de « PSSMs séquentielles » générées a partir de I’ancienne formule. La matrice du haut
donne les scores obtenus pour le set des trois blocs présentés en bas a gauche. Chaque colonne de la matrice
correspond a une position dans 1’alignement des blocs, allant de 1 a 9. Des exemples de calcul de scores sont
donnés en bas a droite, ou M(X,Y) correspond au poids de similarit¢ BLOSUMG62 (cf. Figure 2-9, page 85)
entre les deux résidus X et Y. Il n’y a que trois séquences dans les blocs, donc N est égale a 3.

C’est le cas de la derniére colonne de 1’exemple (Figure 4-1) pour la thréonine dont la valeur est

de 0.33. 1II est vrai que ce genre de substitution (F~ T) n’est pas usuel, et le remplacement d’une

phénylalanine (F) par une tyrosine (Y) (d’un score 1.33) est davantage favorisé. Toutefois, comme il a

été remarqué lors de la recherche de CSBs par le logiciel GOK, certains blocs présentent un

alignement en séquences non conventionnel, avec de nombreux mésappariements (cf. I’exemple de

bloc de la Figure 3-2, page 138). L’existence d’un grand nombre de résidus différents a une méme

position de I’alignement, entrainerait alors une création de scores assez homogenes a cette position,

masquant ainsi I’information qui pouvait y étre présente. Ce constat m’a donc conduit a réviser la

formule pour obtenir les scores de substitution, mettant plus en valeur les résidus présents dans les

alignements des blocs, tout en conservant toutefois une certaine « flexibilité » a 1’aide d’une matrice

de similarité.
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4.3.1.2 Vers la création d’'une matrice de similarité propre a l'alignement de la superfamille

L’idée est de calculer les scores de la matrice d’alignement a 1’aide d’une formule de log-odd qui
s’apparente a celle utilisée pour la matrice BLOSUM ou PAM : en quelque sorte, il s’agit de
reconstruire une matrice « BLOSUM like » tirée de nos alignements. Pour mémoire, le score de

similarité de la matrice BLOSUM d’un couple (a;a;) est obtenu par la formule suivante :

o | S@a)
TN 0 f(a) f(a))

Ou f(aa;) correspond a la fréquence observée du couple (aa;) a une position donnée de

I’alignement (voir plus bas) et f{a,), f(a;) les fréquences attendues (dues a la composition) —
« background frequencies»  récupérées des statistiques de SwissProt— des résidus a; et g
respectivement. Ce score de type « log-odd » est alors multiplié par deux et arrondi a I’entier le plus
proche pour obtenir le score BLOSUM définitif pour le couple (aa;). Le calcul de la fréquence
observé du couple (a;a;) s’effectue quant a lui de la manicre suivante :

_ . Na,xNa,

flaa;)=2 Xm
Ou Na; et Na; sont respectivement le nombre de résidus a; et a; dans une colonne d’alignement de

longueur L. II est a noter que cette formule dérive de celle utilisée pour connaitre le nombre total de

couples dans un ensemble L d’objets.

Le score de substitution W(j,i), pour aligner la position i des « PSSMs séquentielles » avec la

position j dans le pré-alignement de séquence est alors calculé selon la nouvelle formule qui suit :

fbck (ak )

Ou a; est I'un des 20 acides aminés, fcsp(ay;) est la fréquence de 1’acide aminé a, a la position i

20
W(j,i)=> log,

X fpre (a/g )
k=1
dans les « PSSMs séquentielles », calculée avec des pseudo-comptes (voir plus bas), fru(ay) est la
fréquence « background » de 1’acide aminé a; dans le set de données et f,.(ay) est la fréquence de
I’acide aminé a; a la position j dans les séquences pré-alignées. Pour la position i dans les « PSSMs

séquentielles », la fréquence fcsp(ay;) pour I’acide aminé q;, est calculée de la maniére suivante :

_N (ai)+ea
Sess(ag) = CSBN_];_E b

Nesg(ay) est le nombre d’acides aminés a; a la position i dans les « PSSMs séquentielles », N est

le nombre de séquences dans la CSB donnée des « PSSMs séquentielles », e, donne les pseudo-
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comptes (Lawrence et al., 1993) pour un acide aminé a; ou e, =E*f.(ai). Les pseudo-comptes,
comme expliqué précédemment, ont été mis en place pour pallier ’apparition d’une fréquence nulle
pour un acide aminé a; (qui aurait pour effet d’invalider le score). L’idée est d’ajouter au compte réel,
une proportion de pseudo-comptes calculés a partir d’une « probabilité attendue » de I’acide aminé ;.
La valeur de E, a I’image de N, donne le poids entre les pseudo-comptes et les comptes réels (£ est
habituellement fixé a /" N). Une matrice de score obtenue par cette nouvelle formule et a partir des

trois mémes blocs que dans I’exemple de la Figure 4-1 est présentée dans la Figure 4-2.

1 2 3 4 5 & 7 8 9

3 Blocs A 309 -145 -145 -145 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45

B -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99

C -145 -145 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 535 -145
ADF LHV PCF D -145 362 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45
ADF LHV PCT E -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -145 -1.45 -1.45

F -145 -1.45 401 -1.45 -145 -1.45 -1.45 -1.45 3.44
ADF VHL PCF G -145 -145 -1.45 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45

H -145 -1.45 -145 -145 482 -1.45 -145 -145 -1.45
123 456 789 | -145 -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45

J -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99

K -145 -1.45 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

L -145 -145 -1.45 225 -145 136 -1.45 -1.45 -1.45

M -145 -145 -1.45 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

N -145 -1.45 -145 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

0 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99

P -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 375 -145 -1.45

Q -145 -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45

R -145 -1.45 -145 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

S -145 -1.45 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

T -1.45 -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 2.08

U -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99

V -145 -1.45 -1.45 181 -1.45 274 -145 -1.45 -1.45

W -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

X -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

Y -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45 -1.45

Z -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99 -99.99

- 145 -145 -145 -1.45 -145 -145 -1.45 -1.45 -1.45

@ 000 000 000 000 0.00 0.0 0.00 0.00 0.00

$ 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.0 0.00

? 000 000 000 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00

! 0.00 000 0.00 0.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

& 0. 00 000 000 000 0.00 0.00 0.0 0.00 0.00

Figure 4-2 Exemple de « PSSMs séquentielles » générées & partir de la nouvelle formule de score basé sur une
«BLOSUM like ». La matrice du haut donne les scores obtenus pour le jeu des trois mémes blocs que la Figure
4-1 et rappelés en bas a gauche. La matrice de score est cette fois-ci construite & la maniére d’une matrice
BLOSUM en utilisant les acides aminés présents dans les séquences des blocs.

Cette matrice n’est pas trés variée en raison des séquences utilisées pour la construire : je voulais
juste montrer les différences entre les matrices au niveau des scores des acides aminés présents dans
I’alignement. Bien entendu, cette matrice aurait été plus «riche » si les séquences dans les blocs
étaient plus variées : comme on construit une « BLOSUM like » a partir des séquences contenues dans

les CSBs, les mésappariements « exceptionnels » ne seront plus « dilués ».
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I1 est a noter que la matrice peut étre plus diversifiée, donnant un caractére plus « flexible » aux

« PSSMs séquentielles », si on ajoute aux séquences dans les blocs d’autres séquences proches d’elles.

4.3.2 Seuils pour la sélection des séquences dans| es banques

Le «nouveau mode » de Caliseq, celui de recherche de P450s dans les banques, nécessitait la
détermination d’un critére ainsi que la mise en place d’un systeme de seuil pour sélectionner les
séquences identifiées par les CSBs comme étant des cytochromes P450 avec un bon taux de confiance.
Dans ’outil Caliseq, 1’'unique critére spécifique a chaque séquence est le score d’alignement entre
cette séquence et le jeu de blocs. Un seuil a été mise en place, en dessous duquel 1’alignement n’est
pas considéré comme significatif. Ce seuil, contrélable par 1’utilisateur en paramétre d’entrée au

programme, a également connu diverses modifications dans les différentes versions de Caliseq.

4.3.2.1 Premier seuil, basé sur un ratio

Le premier systeme de calcul du seuil s’apparente a celui des poids de gaps dans le programme
SmartConsAlign (cf. Annexe 3) : I'utilisateur fournit en entrée au programme un coefficient qui sert a
ajuster le seuil a partir duquel le score d’alignement est significatif. Ce dernier dépend d’une part du
score maximal Sj;.x obtenu par un alignement parfait des blocs, a savoir sans insertion de gap ni
délétion, et d’autre part, d’un score moyen Sy4v Obtenu par alignement de ces blocs sur une séquence
« aléatoire ». Pour obtenir le score maximal Sy, 1l suffit juste d’aligner les blocs sur eux-mémes,
donnant le score maximal pour ces blocs. Pour obtenir le score moyen Syz4y, le programme calcule le
score du jeu de blocs contre les fréquences de base des acides aminés (celles de la banque Swiss-Prot).

Le calcul du seuil Threshold est alors calculé a 1’aide de la formule suivante :

Threshold = Syeay +coefficient X (8, = Sypw)

SMAX

Le score d’alignement pour chaque séquence de la banque est alors normalisé par le score
maximal Sy puis comparé a ce seuil Threshold correspondant au seuil minimal de significativité
pour l’alignement. La normalisation du score d’alignement était en effet nécessaire pour la
comparaison : de valeur variable, il dépendait beaucoup de la nature, de la longueur de chaque
séquence. L’idée est donc de récupérer les séquences dont les scores sont supérieurs a celui obtenu par

une séquence aléatoire, légerement ajustée par I’utilisateur.

Pour la recherche sur banque, cette méthode de sélection offre des résultats assez satisfaisants

(détaillés au chapitre des résultats). Le probléme de cette méthode vient du fait que le seuil n’est
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calculé qu’a partir du jeu de blocs et des statistiques sur la banque, et non de I’information qu’apporte
I’alignement des blocs sur chacune des séquence de la banque de séquences (c'est-a-dire le score

individuel de chacune de ces séquences).

4.3.2.2 Deuxiéme seuil, limitant la longueur des séquences alignées

Pourquoi le score d’alignement est-il un frein a la méthode ? En fait, Caliseq offre aux blocs la
possibilité de « glisser » sur la séquence cible sans pénaliser pour autant le score. Cette astuce concéde
aux blocs une extréme liberté pour leur positionnement, conduisant & des scores d’alignement €levés
parfois méme lorsque deux blocs sont distants d’un trés grand nombre de résidus. Cela se traduit par
I’existence d’un grand nombre de gaps ‘—* entre 1’alignement de deux blocs sur une séquence. Ainsi,
ce genre de cas était rencontré lors d’alignements du jeu des blocs sur de trés longues séquences :
certains blocs trouvaient leurs positions idéales en début de séquence, d’autres en fin de séquence,
sans que le score d’alignement n’en soit affecté. Un tel résultat n’était pas compatible avec notre
objectif, apportant dans les résultats un lot de faux positifs. Pour remédier a ce probléme, un « cut
off » a été implémenté. Ce dernier devait limiter la longueur de I’alignement des blocs sur la séquence
cible. En pratique, il a suffi d’établir un seuil de distance, au-dela duquel I’alignement ne pouvait étre
considéré comme significatif. Cette distance a été mise en place entre la premiére position du premier
bloc et la derni¢ére position du dernier bloc. Concernant les P450s, la moyenne des longueurs de
séquences tourne autour de 400 a 500 résidus. Certains P450s sont associés a leur domaine réductase,
comme c’est le cas de P450gy;, conduisant a des séquences plus longues de 1’ordre de 700 a 800
résidus. J’ai choisi un « cut off » sur la distance entre 800 et 1200 résidus pour laisser de la marge, en

particulier pour de nouvelles séquences qui associeraient au domaine oxydase un domaine réductase.

Par ailleurs, une deuxiéme vérification a été implémentée dans le programme : lorsque la taille de
la séquence a aligner est inférieure a la taille totale des séquences contenues dans les blocs. En effet,
I’outil Caliseq réalise 1’alignement d’un ensemble de blocs sur une séquence, et il n’a pas été prévu
que cette derniére soit plus petite que 1’ensemble des blocs. Cette condition est vraie pour les deux

modes de fonctionnement de Caliseq.

4.3.2.3 Amélioration du premier seuil par calcul d’'un Z-score

Comme il a été signalé en section 4.3.2.1, le calcul du seuil de significativité pour le score
d’alignement ne dépendait que du jeu de blocs et d’une statistique Swiss-Prot, et n’exploitait
nullement 1’information d’alignement sur les « vraies » séquences de la banque de données. Le calcul

du seuil a donc été repensé conduisant a la mise en place d’un calcul de Z-score. Le Z-score
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correspond a une mesure statistique permettant de quantifier la distance (mesurée en écart type) a
laquelle une donnée individuelle se trouve par rapport a la moyenne du jeu de données dont est issue la
donnée a traiter. Le z-score s’obtient par un processus appelé standardisation donnée par la formule
suivante :
, = Score= y7
g
Score correspond ici au score d’alignement, (/ correspond a la moyenne des scores et o ’écart

type a la moyenne. L’écart type est donné par la formule suivante :

N

0’ = %Z(Scorei - /'lscm’e )2

i=1
N est le nombre total de séquences que Caliseq a pu aligner et pour lesquelles il a pu fournir un
score (ce nombre dépend des contraintes imposées sur la longueur des séquences a aligner ou de la
longueur total de I’alignement), score; le score d’alignement pour une séquence i donnée, et ... la
moyenne des scores d’alignement. Il est a noter que je n’ai pas utilisé la formule de I’écart type sans
biais, dans la mesure ou je ne traitais pas un échantillon, mais I’ensemble des séquences contenues

dans la base. Le z-score peut étre représenté par une distribution normale comme le montre la Figure

4-3.

Normal,
Bell-shaped Curve

Percentage of

1
1
1
cases in 8 portions !
1

of the curve
Standard Deviations -40 -30 -20 -1o 0 +1o +20 +30 +40
1 | Il 1 I | Il 1 ]
L3 T T T T T T T ol
Z scores -4.0 -3.0 -2.0 -1.0 0 +1.0 +2.0 +3.0 +4.0

Figure 4-3 Diagramme d’¢écarts-type. La partie bleu foncée correspond a un écart type de la moyenne. Pour une
distribution normale, cela correspond a une quantité de 68,27% de I’ensemble des données, tandis que deux écarts
(bleu foncé et marron) comptent pour 95,45% et trois écarts-types (bleu foncé, marron et vert) compte pour
99,73%. (source : http://en.wikipedia.org/wiki/Standard_score)

L’ensemble des « grandes valeurs » de scores d’alignement, ceux qui sont significatifs, est présent
dans la partie droite de la distribution. Ainsi, le seuil donné par 1’utilisateur en paramétre d’entrée
correspondra au seuil d’écart type au dessous duquel le score d’alignement n’est pas significatif. Plus

grand sera ce seuil, plus on sera sélectif et moins il y aura de séquences récupérées.
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Pour le calcul du z-score, il était nécessaire de « scanner » une premicre fois la banque de
séquences afin de pouvoir mesurer la moyenne et 1’écart type des scores d’alignement de toutes les
séquences. En raison de la complexité et du nombre important de séquences a traiter dans une seule
banque (pouvant atteindre 1’ordre du million de séquences) les séquences présentant les meilleurs
scores d’alignement étaient gardées lors du premier scan. Ainsi, la sélection ne s’opérait plus que sur
un sous-ensemble, allégeant fortement le temps de calcul. Pour réaliser ce sous-ensemble, une
structure en « arbre » a été implémentée dans le programme, retenant les séquences présentant les
meilleurs scores d’alignement avec le jeu de blocs. Ainsi, ¢’est lors du second passage de Caliseq que
le z-score est calculé pour chaque séquence. Les meilleures séquences sont alors filtrées sur le critére
du seuil de leur z-score : elles correspondent aux séquences identifiées comme P450s selon notre

critére.

4.3.3 Pondération des profils pour les séquences tr  op identiques

Lorsqu’il y a dans les alignements, aussi bien pour les séquences des structures de référence que
pour le pré-alignement de séquences cibles, des séquences présentant une identité trop importante, ces
derniéres peuvent « biaiser » le profil en favorisant 1’alignement final vers des séquences proches
d’elles. C’est le cas par exemple de mon set de templates : sur les six structures de référence que j’ai
choisies pour identifier les CSBs puis les positionner sur des séquences de P450s inconnus, trois
d’entre elles sont de mammifére, de la sous famille 2C. Ces trois structures ont des séquences tres
proches, si bien qu’elles conduisent a la création d’un profil en leur faveur. Pour éviter de donner un
poids trop important a ces séquences proches et donc pour favoriser les séquences peu représentées, un
systéme de pondération a été¢ mis en place. Comment cette pondération a-t-elle été implémentée ? La
méthode de pondération résulte d’une discussion collective avec J. Pothier et AL. Abraham
(Université Paris VI) dont le travail conduisait a un probléme similaire au mien. Cette méthode est la
suivante : sur un ensemble de N séquences, on calcule pour chaque séquence la fréquence moyenne
d’identité entre cette séquence et les autres de I’ensemble. Le complémentaire de cette fréquence
moyenne permettra alors d’accentuer le poids des séquences « sous représentées » et d’amoindrir celui
des séquences présentant une identité trop importante avec les autres. La formule de la pondération
Weight(i) pour une séquence i d’un alignement de N séquences, peut s’écrire de la manicre suivante :

N-1
Weight(i) =1~ ﬁ PRCACE)

j=L:ji
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Dans la formule, j est une autre séquence de 1’ensemble, différente de i, et %id(ij) est le taux
d’identité entre les séquences i et j. Un exemple de calcul de pondération est présenté dans le Tableau

4.1.

Tableau 4.1 Exemple de calcul de pondération sur un ensemble de trois séquences A, B et C. A et B sont trés proches tandis que C est
plus éloignée des deux autres séquences.

Taux d’identité entres Séquences Calcul de fmoy fmoy 1- fmoy
les séquences

%iq(A,B) = 0,9 A (%ia(A,B)+%ia(A,C))/2 0,5 0,5
%:iq(B,C) = 0,1 B (%ia(A,B)+%iq(B,C))/2 0,5 0,5
%:iq(A,C) = 0,1 C (%ia(A,C)+%iq(B,C))/2 0,1 0,9

fmoy est la fréquence moyenne des identités entre les séquences
1-fmoy est le complémentaire de finoy

4.4 Conclusion

L’outil Caliseq a briévement été présenté le long des paragraphes de ce chapitre. Une description
plus détaillée du programme figure en Annexe 3. Certains paragraphes de cette annexe pourraient
sembler obscurs a des personnes non habituées au vocabulaire de la programmation, mais j’ai essayé
de rendre cette partie annexe du manuscrit la plus claire possible pour mettre en valeur les différents
mécanismes et principes sous-jacents a l’outil Caliseq, les différents problémes auxquels j’ai été

confronté lors de son développement, ou lors de son utilisation, et quelles solutions j’ai pu apporter.

Au final, I’outil Caliseq n’est pas qu’une simple amélioration du programme SmartConsAlign : en
plus de réaliser un alignement de jeux de blocs sur une séquence cible, il offre la possibilité d’utiliser
I’information contenue dans les CSBs pour explorer les banques de données de séquences ou les
génomes nouvellement séquencés a la recherche de P450s. Cette nouvelle caractéristique du
programme met en jeu un nombre important de paramétres, ajustables par 1’utilisateur, qui influent sur
les filtres de sélections. L’intérét au-dela d’une simple identification de P450s ou méme de création
d’une banque « propre » de séquences de P450s serait a long terme la combinaison de la recherche sur
banque et de la reconstruction tridimensionnelle des P450s non résolus sur le plan structural : Caliseq
offrirait-il un moyen de constituer une banque de sites actifs de P450s ? L’existence d’une telle banque
serait un support précieux pour 1’étude des mécanismes de reconnaissance des P450s : a I’aide d’une
chimiothéque, on pourrait tester les différents ligands potentiels dans les sites actifs de ces modeles et

au travers des résultats de docking (molécules reconnues ou non reconnues, en face de I’héme ou sur
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un site distant) commencer a formuler des hypothéses sur le mode de reconnaissance des différents
P450 de microorganismes ou microsomaux. Avant de pouvoir se lancer dans une telle fiction, il faut
bien sir estimer la fiabilité de I’outil Caliseq pour identifier les séquences de P450s, et maitriser
I’alignement des blocs pour I’obtention du modéle le plus fiable. C’est 1a le sujet du prochain chapitre
qui portera sur la place de nos nouvelles méthodes par rapport a celles déja existantes. Apportent-elles

oui ou non une réelle innovation, une valeur ajoutée ?
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CHAPITRE B

Comparaison des méthodes

« La prospérité découvre nos vices
Et ladversite nos vertus.»

Francis Bacon (1561— 1626 ap JC)
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5.1 Introduction

Les propriétés structurales des P450s, ainsi que les problématiques que ces enzymes soulévent,
ont été décrites dans les précédents chapitres. La plupart des études conduites sur ces protéines in
silico par des méthodes conventionnelles se sont heurtées a des limites liées a la complexité de ces
P450s. La premiére d’entre elles est certainement 1’obtention d’un mode¢le, rendu difficile en raison de
la grande variabilité en séquence de cette superfamille. Plusieurs solutions ont été proposées pour
contourner ces limites, en particulier, la construction fiable des mod¢les de cytochromes P450 qui
passe selon nous par une recherche préalable de motifs structuralement conservés sur I’ensemble des
P450s. L’idée sous-jacente est de nous appuyer sur le repliement extrémement conservé dans cette
superfamille comme information 3D a utiliser pour la reconstruction de modéles de P450s. Dans le but
de vérifier et de valider cette hypotheése, des expériences de modélisation de P450 a basse identité de
séquences ont été menées selon la méthode développée au laboratoire. Puis, elles ont été comparées a
d’autres méthodes existantes. Ce nouveau chapitre présentera donc les résultats de comparaison des
différentes méthodes, aussi bien sur la détection des informations 3D au sein de cette superfamille, que
leur utilisation pour améliorer I’alignement en séquences. Le chapitre comporte également les
comparaisons de mode¢les issus des différents alignements. Ce n’est qu’a partir de cette comparaison
entre modéles qu’il sera possible de juger de I’intérét apporté par 1’information 3D (sous forme de
blocs structuraux conservés) pour améliorer les alignements. Cette information 3D semblait en outre
caractéristique des P450s : elle a été utilisée pour la recherche de P450s nouveaux dans des banques de
séquences dans le cadre de la génomique exploratoire. Les résultats de ces recherches correspondent

au dernier point traité dans ce chapitre.

Dans le cadre de ma thése, j’avais pour premier objectif d’améliorer cette méthodologie
préexistante de reconstruction a I’aide de blocs structuraux conservés, en vue de construire le modéle
d’un CYP d’intérét : le CYP 3A4. A mon arrivée au laboratoire, aucune structure n’était disponible et
de nombreuses équipes de par le monde tentaient de produire un modele par homologie. Hélas, la
structure du CYP 3A4 a finalement été publiée sur la PDB au cours de ma premiére année de thése.
Cette structure est alors devenue ma structure de référence pour valider la méthodologie que notre
équipe mettait au point. En la validant avec cette structure, peu commune par rapport aux autres CYP,
cette méthode devait pouvoir s’appliquer a n’importe quel P450 inconnu dont I’identité en séquence

avec les structures disponibles est faible.
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5.2 Les CSBs, une utilisation innovante ?

5.2.1 Une signature 3D pour les protéines a repliem  ent conservé

Partant sur le dogme qu’au cours de 1’évolution, la structure d’une protéine est mieux conservée
que sa séquence, nous avons choisi d’utiliser ’information de repliement conservé des P450s pour
améliorer 1’alignement de séquences, nécessaire a la reconstruction d’un modele. Il est en effet
intéressant de se demander pourquoi, en dépit d’une forte variabilité en séquence notamment dans la
région N-terminale (et a degré moindre C-terminale) de 1’enzyme, le repliement reste inchangé pour
tous les P450s. Lors des alignements structuraux par les outils bioinformatiques disponibles (cf.
sections 2.4.3 et 2.4.4) certaines régions semblaient mieux conservées que d’autres, ce qui a conduit a
la recherche de blocs structuralement conservés (CSB) a travers toutes les structures disponibles.
L’hypothése formulée fut la suivante : ces CSBs pouvaient servir d’empreinte ou de signature
caractéristique des P450s, et donc présents sur tous les CYPs, un peu a la maniére de la signature

héminique dite « cys-pocket » des P450s.

5.2.2 Obtention des CSBs par I'outil GOK

5.2.2.1 Description des blocs obtenus

La recherche des CSBs a d’abord été opérée par ’outil GOK sur trois jeux historiques de
templates différents (cf. Tableau 3.1 de la page 134). Quel que soit le jeu de templates de départ, les
mémes blocs ont €t trouvés, avec quelques variantes minimes liées au jeu des structures utilisées. Par
ailleurs, parmi les blocs obtenus, certains correspondent a ceux initialement identifiés par P. Jean (Jean
et al., 1997). D’autres ont été ajoutés en raison de leurs bons rms et bien qu’ils soient généralement
assez courts, ils ont été conservés pour permettre d’une part d’obtenir des « points d’ancrage » pour la
reconstruction ultérieure, et d’autre part de couvrir une plus grande surface de la séquence de la
structure a reconstruire'®. A noter que I’identification et la longueur des blocs dépendent des valeurs
de maille et de marge, utilisées durant la recherche : plus les valeurs de maille et de marge sont faibles,
plus le bloc observé est pertinent et bien conservé. Un bloc apparaissant avec une maille et une marge
faible est un bloc facilement identifiable par GOK. Les blocs des trois jeux historiques sont indiqués
dans les Tableau 5.1, Tableau 5.2, et Tableau 5.3 respectivement. La position de chaque bloc est

représentée sur une structure de P450 microsomal (Ia CYP 2C5) en Figure 5-1 et Figure 5-2.

10 . . . . . , C
I est rappelé que les contraintes spatiales pour la construction du modéle sont calculées prioritairement au
niveau de ces zones.
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Tableau 5.1 Position des 22 blocs structuraux obtenus avec GOK pour le jeu de 6 templates (d’aprés la thése de N. Loiseau, 2002). En
premiére colonne, la nomenclature de P. Jean, basée sur ’alignement structural de 3 structures bactériennes, et que nous avons suivie dans un
souci de continuité. Dans la deuxiéme colonne, la nomenclature de Poulos, utilisée depuis 1985, basée sur la structure du P450,p.

CSB Structur?s EryF BM3 CAM Nor 2C5 Terp taille mp-rms maille
Secondaires 10XA 2HPD 3CPP 1ROM 1DT6 3CPT marge
1* A 16 - 23 23 -32 38 - 45 20 - 27 50 - 57 27 - 34 08 0,37 15/2
1¥* B1-1 28 - 35 38 - 45 52 - 59 30 - 37 63 - 70 39 - 46 08 1,36 20/3
1 B1-2+B 38 - 51 48 - 61 61 -74 41 - 54 73 - 86 50 - 63 14 0,44 15/2
2A%* B' 79 - 84 72 -77 89 - 94 73-78 99 - 104 81 -86 06 0,40 15/2
2A** Boucle B’ - C 89 - 95 85-91 99 - 105 85-91 111 - 117 101 - 107 07 0,81 30/2
2A C 96 - 109 94 -107 106-119 92 - 105 118 - 131 108 - 121 14 1,53 15/2
2B D 114 - 132 115-133 127 -145 113 -131 141 - 159 129 - 147 19 1,00 15/3
3 E 138 - 160 139 -161 148 -170 138 -160 164 - 186 151 - 173 23 3,15 20/2
4 F 161 -175 172 -186 171 -185 161 -175 192 - 206 174 - 188 15 1,94 20/3
5 G 185 - 205 205 -225 193 -213 184 -204 233 - 253 212 - 232 21 0,84 10/2
6 H 210 - 217 232 -239 218 -225 209 -216 262 -269 237 -244 08 0,08 15/3
7A 1 227 - 259 250 - 282 234 -266 225-257 280-312 253 -285 33 1,23 15/3
7B ] 260 - 269 283 - 292 267 -276 258 -267 313 - 322 286 - 295 10 0,13 15/1
8 K 272 - 288 312 -328 279-295 270-286 343-359 298 -314 17 1,06 15/3
9 B1-4 + B2-1 292 - 303 332 -343 298 -309 291 -302 364 -375 318 - 329 12 0,96 20/2
10 gf:% : K 304 - 326 345-367 310-332 303-325 376-398 330 - 352 23 1,85 15/1
11 Meander 327 - 334 369 -376 333-340 326-333 399 -406 353 - 360 08 0,40 20/2
12A Cys Pocket 341 - 347 390 - 396 347 - 353 342 -348 422 -428 367 - 373 07 0,30 20/3
12B L 348 - 372 397 -421 354 -378 349 -373 429 -453 374 - 398 25 0,61 15/2
13A B3-3 374 - 378 422 -426 381 -385 375-379 454 -458 400 - 404 05 1,17 20/3
13B B4-1 383 - 391 429 -437 387 -395 384 -392 464 -472 406 - 414 09 4,86 25/3
13 B4-2 + B3-2 394 -401 439 -446 397 -404 394 -401 474-481 416 -423 08 1,24 30/2

Note 1 : Les nouveaux blocs intermédiaires identifiés aprés P. Jean sont notés par une lettre complémentaire (A ou B)
apres le numéro de blocs, et parfois par un asterisque (* ou **) lorsqu’une nouvelle subdivision est apparue.

Note 2 : Certains blocs identifiés par des structures secondaires peuvent en réalité englober qu’une partie de la structure,
ou parfois étre plus large.
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Tableau 5.2 Position des 27 blocs structuraux obtenus avec GOK pour le jeu des 4 templates proposés par M. Cottevieille (d’aprés le
rapport de DEA de M. Cottevieille, 2003). Pour les nomenclatures, voir la 1égende du Tableau 5.1. M. Cottevieille identifie cinq nouveaux
blocs par rapport a N. Loiseau.

csB g:;uctur?s EryF BM3 51 2C5 taille mp-rms maille
ondaires 10XA 2HPD 1E9X 1DT6 marge
1* A 14 - 28 23 -37 24 - 38 48 - 62 15 0,70 20/2
1x* B1-1 29 - 35 39 - 45 40 - 46 64 - 70 07 0,89 10/3
1 B1-2+B 36 - 51 46 - 61 47 - 62 71 - 86 16 1,35 15/2
2A* B' 80 - 84 73 -77 77 - 81 100 - 104 05 0,31 10/3
2A** Boucle B' - C 92 - 94 88 - 90 90 - 92 114 - 116 03 - 20/3
2A C 97 - 113 95 - 111 93 - 109 119 - 135 17 2,57 30/2
2B D 114 - 132 115 - 133 110 - 128 141 - 159 19 1,36 15/2
2C Boucle D - E 133 - 135 134 - 136 129 - 131 160 - 162 03 - 100/1
3 E 137 - 157 138 - 158 133 - 153 163 - 183 21 3,04 20/2
4 F 166 - 175 172 - 181 164 - 173 196 -205 10 0,25 -
5 G 182 - 205 202 - 225 191 - 214 230 - 253 24 0,51 10/1
6 H 210 - 217 232 - 239 224 - 231 262 - 269 08 0,07 10/2
7* Boucle H - I 219 - 223 241 - 245 232 - 236 270 - 274 05 2,58 30/2
7A I 226 - 259 249 - 282 241 - 274 279 - 312 34 4,57 15/3
7B J 260 - 269 283 - 292 275 - 284 313 - 322 10 0,12 10/1
7B* J(fin) - 293 - 298 285 - 290 323 - 328 06 0,15 40/1
7C J' - 301- 311 294 - 304 332 - 342 11 7,37 60/1
8 K 272 - 290 312 - 330 305 - 323 343 - 361 19 1,12 15/2
9 B1-4 + B2-1 292 - 303 332 - 343 325 - 336 364 - 375 12 1,44 15/2
10A B32-2 304 - 306 345 - 347 337 - 339 376 - 378 03 - 15/2
10B B1-3 + K’ 307 - 326 348 - 367 340 - 359 379 - 398 20 2,02 15/1
11 Meander 327 - 335 369 - 377 360 - 368 399 - 407 09 0,85 20/2
12A Cys Pocket 337 - 345 386 - 394 380 - 388 418 - 426 09 3,48 30/2
12B L 347 - 372 396 - 421 390 - 415 428 - 453 26 0,48 20/2
13A B33-3 374 - 380 422 - 428 416 - 422 454 - 460 07 1,21 20/2
13B B4-1 383 - 389 429 - 435 425 - 431 464 - 470 07 1,85 25/3
13 B4-2 + B3-2 391 - 401 437 - 447 433 - 443 473 - 483 11 2,97 30/2

Note : Cinq nouveaux blocs ont été¢ identifiés par rapport a ceux identifiés par N. Loiseau : il s’agit des CSB 2C, 7%,
7B*, 7C, et celui issu de la subdivision du CSB 10 en deux.
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Tableau 5.3 Positions des 24 blocs structuraux obtenus avec GOK pour le jeu de templates proposé dans ce travail de thése. Pour les
nomenclatures, voir la légende du Tableau 5.1. Les blocs identifiés sont un compromis entre ceux identifiés par N. Loiseau et ceux identifiés
par M. Cottevieille.

csg Structures eryF BM3 2C8 2C9 2C5 154cC1 taille  mp-rms maille
Secondaires 10XA 2HPD 1PQ2 10G5 1NR6 1GwI marge
0 A - 8-19 33-44 33-44 33-44 - 12 0,33 10/3
1* A 14 - 25 23-34 48 - 59 48 - 59 48 - 59 17 - 28 12 0,21 20/2
1** B1-1 28 - 34 38 -44 63 - 69 63 - 69 63 - 69 31-37 07 0,45 10/3
1 B1-2+ B 35-52 45 - 62 70 - 87 70 - 87 70 - 87 39 -56 18 1,78 15/3
2A* B' 78 - 85 71-78 99 - 106 99 - 106 99 - 106 79 - 86 08 1,75 20/2
2AX* B'-C 89 - 93 85 - 89 111 -115 111-115 111-115 91 - 95 05 0,29 10/3
2A C 96 - 113 94-111 118-135 118-135 118-135 98-115 18 2,05 20/2
2B D 114 - 132 115-133 141-159 141-159 141-159 116-134 19 1,02 10/3
3 E 137-157 138-158 163-183 163-183 163-183 140- 160 21 2,80 15/3
4 F 160-175 171-186 191-206 191-206 191-206 163-178 16 1,49 20/2
5 G 182 - 205 202-225 230-253 230-253 230-253 184-207 27 0,65 10/2
6 H 210 - 216 232 -238 262-268 262-268 262-268 212-218 07 0,03 10/2
7A I 227 - 259 250-282 283-315 283-315 280-312 228-260 33 0,87 10/3
7B ] 260 - 268 283 -291 316-324 316-324 313-321 261 -269 09 0,07 10/1
7C J - 304 - 309 338-343 338-343 335-340 - 06 0,21 10/1
8 K 274 -290 314-330 348-364 348-364 345-361 275-191 17 0,92 10/3
9 B1-4 + B2-1 292 -303 332-343 367-378 367-378 364-375 294-305 12 1,04 15/2
10 gf:g I K’ 304 - 327 345-368 379-402 379-402 376-399 306 -329 24 3,81 15/3
11 Meander 328 -335 370-377 403-410 403 -410 400-407 331-338 08 0,31 20/2
12A Cys Pocket 339-346 388-395 423-130 423-430 420 -427 - 08 1,47 20/3
12B L + turn 347 - 372 396 - 421 431 -456 431 -456 428 -453 351-376 26 0,32 10/3
13A B33-3 374 - 380 422 -428 457 -463 457 -463 454 -460 378 - 384 07 1,14 15/3
13B B34-1 381 - 389 - 465 - 473 465 -473 462 -470 385-393 09 1,91 20/3
13 B4-2 + B3-2 390 -401 436-447 475-486 475-486 472-483 394 -405 12 3,21 30/2

Note 1: Un nouveau bloc a été identifi¢ (CSBO) par rapport aux deux autres jeux de blocs. Les blocs identifiés sont plus
proches en nombre et en position de ceux de N. Loiseau (un seul bloc pour le CSB 10, pas de CSB 2C ni de
CSB 7* ou 7B*). En revanche, comme pour le jeu de M. Cottevieille, le CSB 7C a été ici aussi identifié.

Note 2 : Initalement, la structure du CYP 2B4 (1po5) était présente dans ce jeu. En raison de sa conformation ouverte,
elle empéchait la détection de blocs sous GOK : elle a donc été retirée du jeu
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CSBO CSB1
A
+ B1-1/B1-2 .
+ B
CSB2 ' CSB3
6‘}\ B-C loop
( » (avec B')
! 'Ii" C+D
N
( ..-"
CsSB4 CSB5
CSB6 CsB7

Figure 5-1 Représentation des CSBO & CSB7 sur la structure du CYP 2C5 (1nr6). La protéine est en
représentation « cartoon » en gris et I’héme figure en orange. Les CSB sont représentés en vert. Les structures
secondaires correspondantes sont également annotées. Ceux-ci correspondent a des blocs postérieurs a la
nomenclature de P. Jean. Les images ont été générées par PYMOL
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CSB8 CSB9
- $§H:?“h
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< A \..
boucle

+ B1-4/B2-1 - \g
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CSB12 | CSB13
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Figure 5-2 Représentation des CSB8 a CSBI3 sur la structure du CYP 2C5 (1nr6). Pour les légendes, se
reporter a ceux de la Figure 5-1.

Une moyenne de 24 blocs (CSBs) a été identifiée sur les trois jeux de templates. Ces CSBs ont été
initialement numérotés de 1 a 13 selon la nomenclature de P. Jean (Jean et a/., 1997) dans la premicre
reconstruction d’un P450 utilisant cette méthode. Cette nomenclature a été conservée avec de légéres
variations lorsque certains blocs étaient subdivisés en plusieurs fragments (par exemple CSB1, CSB2
ou encore CSB7), ou lorsqu’un nouveau bloc fut identifié. Cette évolution des blocs a été nécessaire
deés que les premiéres structures de P450 microsomaux ont été publiées. Le jeu initial de P. Jean avec

13 blocs historiquement identifiés s’appuyait en effet sur I’alignement de 3 structures bactériennes.
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Ainsi, le bloc 0 (not¢ CSBO sur la Figure 5-1) n’est trouvé que dans mon jeu de templates qui
comporte le plus de structures issues de mammiferes. Ce bloc est relativement court et correspond a
une partie d’hélice placée en amont de I’hélice A, située au niveau de I’hélice d’ancrage a la
membrane chez les P450s microsomaux. Une particularité¢ du CYP 154C1, d’origine bactérienne, peut
étre soulignée : 1gwi présente un brin 3 & cette position, qui n’a été observé que sur cette structure X
de P450s. Cette structure confirme la régle observée pour les autres structures bactériennes : le bloc 0
ne pouvait pas étre identifi¢ sur cette structure. En revanche, il est surprenant d’identifier ce bloc dans
la structure du P450gy3 qui est d’origine bactérienne. Dans la littérature, rien ne semble pourtant
indiquer que ce P450 soit ancré a la membrane. On sait juste qu’il est le seul CYP naturel présentant
sur la méme chaine polypeptidique la partie hémoprotéique et la partie réductase, ce qui fait de lui un

P450 proche des P450s microsomaux.

Le bloc 1* également court, est constitué¢ de la premicre partie de I’hélice A en N-terminal de la
protéine. Ce bloc est identifié dans les 3 jeux de templates, sur toutes les structures. Sa taille varie

selon le jeu, de 8, pour le jeu de N. Loiseau a 15 résidus pour le jeu de M. Cotevieille.

Le bloc 1** contient le premier brin du feuillet ;. Il fait partie des blocs simples a identifier sous

GOK avec des valeurs faibles de mp-rms et de taille de maille.

Le bloc 1 contient quant a lui deux SSE : le deuxiéme brin du feuillet 3, (B1-), I’hélice B ainsi que
la boucle qui les lie. C’est ici un exemple concret qui montre que les blocs ne sont pas uniquement

limités aux SSEs isolés.

Les blocs 2A* et 2A** appartiennent a la longue boucle B—C décrite comme une région
importante pour la reconnaissance du substrat, formant une face du site actif trés mobile. Le bloc 2A*
correspond a la micro-hélice B’. Sachant que cette hélice est située dans un zone soumise a des
changements conformationnels de la protéine (cf. section 1.4.4.2) et de surcroit, est connue pour étre
labile chez les CYPs de mammiféres —on la trouve aussi bien structurée que déstructurée—, on peut se
demander si ce bloc est pertinent ou non. Il semble bien conservé localement sur les différents
templates, en dépit d’une grande variabilité aussi bien en séquence qu’en organisation spatiale (boucle
B-C). A noter que le mp-rms de ce bloc est plutdt bas dans les jeux de N. Loiseau et M. Cottevieille
(~0.5 A), contrairement a celui de mon jeu de templates. Sachant que dans mon jeu, il y a davantage
de cristaux de P450s de mammifére, un mp-rms supérieur (~1,75 A) pour ce bloc n’est pas surprenant :

dans la structure du CYP 2C5, I’hélice B’ disparait presque en totalité pour laisser la place a une
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boucle présentant une allure d’hélice. Le bloc 2A** correspond a une portion de boucle B’-C. Celle-ci
est située a proximité de I’héme et contient des acides aminés impliqués dans la reconnaissance du
substrat (SRS-1, voir Figure 1-18 a la page 44). La boucle constituant le bloc 2A** correspond en
quelque sorte au levier qui permet a la boucle B-C sa grande mobilité. Etant donné sa petite taille, et
son role important, il est assez surprenant de I’identifier en tant que bloc : on s’attend en effet a une
boucle trés variable pour rendre compte de la diversité des substrats reconnus. Pourtant, le repliement

dans I’espace des (0,T) décrit cette région comme conservée.

Les blocs 2A et 2B sont contigus quels que soient les différents jeux de templates. La description
en SSEs de cette zone correspond aux trois hélices, C, C’ et D (dans cet ordre dans la séquence).
L’hélice C’ a déja été observée par Hasemann (Hasemann et al, 1995) qui 1’a décrite comme
désordonnée. Lors de I’identification des blocs par GOK, le logiciel décompose cette région en deux
blocs seulement, coincidant au milieu de cette hélice C’. L’angle formé au niveau de C’ entre les
hélices C et D est variable. Chacune des parties de part et d’autre de C’* (hélice C et hélice D) est

localement bien conservée.

Le bloc 2C n’est qu’observé dans le jeu de M. Cottevieille. Il est extrémement court (3 résidus) et
correspond & un morceau de la boucle D-E. Etant donné les paramétres de maille et de marge (100/1)

et un mp-rms non renseigné, ce bloc n’est probablement pas significatif.

Le bloc 3 est constitu¢ de I’hélice E. L’hélice E’, trop courte et non adjacente a I’hélice E, n’a pas

pu étre identifiée comme région structuralement conservée.

Le bloc 4 comprend une partie de 1’hélice F. Cette hélice est de longueur variable sur tous les
templates utilisés. Dans la littérature, les hélices F et G formant le toit du site actif sont spécifiques
selon le P450 observé : elles sont a la fois de longueur variable — plus longues chez les bactériens que
chez les mammiféres par exemple — et également de structuration variable (présence ou non de micro-
hélices dans la boucle F-G). L’identification de ce bloc fut par conséquent délicate : la plus petite
hélice (correspondant a une structure hélicoidale dans ’espace des (0,T)) pouvait se superposer a
plusieurs positions différentes sur les longues hélices F (également des structures hélicoidale dans
’espace des (a,T)). A noter qu’en plus de la longueur variable de ’hélice, ce bloc est également trés
mal conservé en séquence. M. Cottevieille n’a pas été¢ en mesure de trouver la méme longueur pour ce

bloc que N. Loiseau et moi-méme, montrant ainsi la difficulté a obtenir ce bloc. Hasemann a
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également rencontré des difficultés pour I’alignement structural de cette région et propose deux

alignements possibles selon qu’il considere la conservation structurale ou la conservation séquentielle.

Dans le cas du bloc 5 correspondant a I’hélice G, Hasemann a rencontré des problémes identiques
au bloc précédent. A I’inverse, le logiciel GOK a pu identifier aisément une solution unique avec un
mp-rms trés bas quel que soit le jeu de templates (0.84 A pour le plus élevé chez N. Loiseau). Ce bloc
est par ailleurs relativement long par rapport aux autres blocs, il est 1’un des trois plus longs dans tous
les jeux de templates. Cette observation est assez surprenante lorsque 1’on sait que les hélices F et G
sont justement des hélices de longueur variable, relativement courtes chez les mammiféres (ex : CYP

3A4)...

Le bloc 6, formé par I’hélice H est également identifié facilement par GOK. Il semblerait
d’ailleurs, au vu de tous les templates que I’ensemble des blocs 5 + 6 soit bien conservé spatialement :
la boucle qui les relie en revanche est trés variable selon les structures, et est responsable notamment
de la scission du bloc en 2 parties : bloc 5 et bloc 6. Cette observation renforce 1’idée d’utiliser les
blocs comme armature pour le P450 a reconstruire et de laisser les régions inter-blocs se reconstruire

sans contrainte apparente.

Le bloc 7 est sans nul doute le plus long de tous : il est constitué des hélices I (bloc 7A), J (bloc
7B) et une partie de I’hélice J° (bloc 7C), observé chez les P450s de mammiféres. Suivant les
paramétres de recherche, il peut étre obtenu en une, deux, trois ou cinq parties. Les parties
correspondant a I’hélice J° (bloc 7C), n’ont été observées que dans le jeu de templates de
M. Cottevieille et le mien, plus riche en P450s de mammifére, et il n’est pas identifié dans le jeu de
N. Loiseau trés dominé par les P450s bactériens. Le bloc 7C qui n’est d’ailleurs pas présent dans
toutes les structures (P450.r et CYP 154C1 en sont dépourvus) montre un mp-rms élevé de 7,4 A,
laissant supposer que 1’hélice J” est certainement trés fluctuante. De méme, le bloc 7* correspondant a
la boucle H-I n’est présent que dans le jeu de M. Cottevieille. Il semble trop court pour &tre retenu

dans les blocs structuralement bien conservés de la famille.

Les quatre blocs suivants, du bloc 8 au bloc 11, constituent un ensemble structural continu et bien
conservé : les blocs y sont quasiment contigus. En fait, cet ensemble est obtenu en plusieurs parties en
raison des insertions ou délétions de quelques résidus dans un des femplates, mais les quatre blocs sont

superposables simultanément. Il est a noter que seul le set de M. Cottevieille dispose de cing blocs au
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lieu de quatre : le bloc 10 est séparé en deux dissociant le brin 3,., du reste formé par I’hélice K’ et 3.3,

alors que ces structures sont trouvées dans un seul bloc pour le set de N. Loiseau et le mien.

Comme pour les blocs 2A et 2B, le bloc 12, correspondant a la Cys-Pocket et 1’hélice L, est
constitué de deux parties jointives et « articulées » autour d’un acide aminé voisin de la cystéine liant

I’héme.

Le dernier bloc, bloc 13, est constitué principalement de brins [ relié par des boucles. De fagon
moins évidente que pour la boucle B-C, cette région formée par les brins (3 intervient généralement
dans I’obstruction du site actif. Bien que structuralement conservée, il est a noter que cette région est

extrémement variable au niveau de sa séquence primaire.

5.2.2.2 Apport des structures de mammiféres pour les CSBs par comparaison aux

structures bactériennes

Au fil des années dans la PDB, les structures bactériennes ont été complétées par des structures de
mammiféres. Ainsi, pour mon jeu de blocs, il y a eu autant de structures bactériennes que de structures
de mammiféres — uniquement de CYPs de la famille 2C rappelons-le — ayant servi comme templates.
Cet apport en structures microsomales a entrainé de légeres variations dans la détermination et la
fiabilité des blocs (nombre de blocs, tailles des blocs, mp-rms de chaque bloc etc.). A premiére vue,
les structures microsomales présentent les mémes ¢léments de structure secondaire que ceux présents
dans les P450s bactériens. Toutefois, une divergence visible de ces éléments avec ceux de 1’enzyme
microbienne la plus proche (P450py;) est observée. La plus grande différence entre ces structures avec
la structure microbienne est dans le positionnement relatif du feuillet 3 N-terminal vis-a-vis des
hélices de la partie centrale (cf. Figure 1-15 page 41) : un décalage spatial est constaté. On observe
également une différence au niveau des longueurs des brins 3 entre les structures de mammiféres et les
structures bactériennes. Pourtant, pris individuellement, chacun des éléments structuraux se superpose

relativement bien.

Dans le jeu de NL, la structure du P450 bactérien qui se superpose le mieux a I'unique structure
de mammifére présente dans ce jeu (CYP 2C5) est celle du P450r,. Les différences les plus
importantes entre le CYP 2C5 et le P450r.,, se situent d’une part au niveau du positionnement des
hélices F et G qui couvrent le site actif et déterminent son accés, et d’autre part au niveau des boucles

entre les SSEs.
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Dans mon jeu, c’est la structure du CYP 154C1 qui est la plus proche de celle du CYP 2CS. Ici
aussi, de faibles différences sont remarquées, notamment au niveau des hélices F’ et G* uniquement
observables chez la structure du lapin (CYP 2C5), au niveau de I’hélice F plus courte chez le CYP
microsomal, mais également au niveau de certaines boucles (par exemple B—C), plus longue chez le
CYP 154C. A noter que le CYP2C5 montre parfois au niveau de ces boucles des débuts de
structuration en hélice a, 1a ou la structure bactérienne n’en montre pas. Cette caractéristique est
commune aux trois structures bactériennes par opposition aux trois structures microsomales. C’est
d’ailleurs une des raisons qui me pousse a considérer le bloc 4 comme un bloc assez peu significatif
(ou « flou ») : dans ce bloc, la courte hélice F de la structure microsomale a été identifiée a différentes
positions (plusieurs choix de superposition proposés par GOK) sur les hélices plus longues des
structures bactériennes, et il a fallu choisir visuellement et sans critére spécifique, la meilleure

superposition pour définir le bloc.

En résumé, I’enrichissement en structures microsomales a entrainé principalement 1’apparition de
nouveaux blocs par rapport a ceux initialement identifiés : ceux-ci pouvant étre nouveaux (comme les
blocs 0 et 7C) ou correspondant a des sous-divisions de blocs déja existants (bloc 10 devenant 10A et
10B dans le jeu de M. Cottevieille). Ces structures apportent également des changements dans la
détection et la fiabilité des blocs initialement identifiés. Finalement, « 1’ossature » en clle-méme des
P450s demeure globalement inchangée dans la mesure ou un méme nombre de blocs (de 22 a 27) est
identifi¢ dans les trois jeux, d’autant plus qu’il s’agit des mémes blocs (positionnement conservé)

observés dans les trois jeux.

5.2.2.3 Position des CSBs par rapport aux SRS

Les six SRS définis par Gotoh (Gotoh et al., 1992) (cf. Figure 1-18 page 44) sont présents dans
les blocs identifiés. Seuls les SRS-2, SRS-3, SRS-4 situés respectivement sur les hélices F, G et [ sont
présents dans leur intégralité dans les blocs correspondants (respectivement 4, 5 et 7). Méme si les
SRS-1 et SRS-6 ne sont pas présents en intégralité dans les blocs 2 et 13 respectivement, leurs résidus
de liaison au substrat (identifiés par Gotoh sur le P450.,,) sont en revanche présents dans ces blocs.
Dans les structures microsomales (CYP 2C5, CYP 2C8 et CYP 2C9), le SRS-5 qui est trouvé dans la
partie polypeptidique entre I’hélice K et le feuillet 3,4 (entre les blocs 8 et 9) formant le c6té opposé
du site d’interaction du substrat avec I’hélice I, n’est présent qu’en partie dans les blocs. Ces
positionnements des SRS dans les blocs, pour les trois jeux, confortent 1’idée d’information

« pertinente » présente dans les blocs.
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11 est surprenant toutefois qu’un bloc « flou » comme le bloc 4, puisse contenir un SRS dans son
intégralité. En revanche, le fait que le SRS-5 soit plutét situé dans une région inter-bloc n’est pas
surprenant : il correspond a une région entre ’hélice K et le feuillet (3,.4 qui varie significativement
d’une structure a I’autre, de bactérienne a microsomale (ex : entre les CYP 2C et le P450g);, on reléve

une différence de 3,3 A de rmsd sur les C,dans cette région).

Lorsqu’on compare en fait les SSEs (hélice F, G, et le feuillet C-terminal), qui portent les autres
SRS (SRS-2, SRS-3 et SRS-6 respectivement), il s’avére quune méme divergence (structurale) est
également observée sur 1’ensemble des structures, de méme ordre de grandeur (par rapport au P450gy3
par exemple). Ces différences aux niveaux de ces SSEs bordant la poche du site actif, pourraient étre
une cause de ’orientation et le positionnement du substrat dans le site actif et par conséquent la

sélectivité de I’enzyme pour les différents substrats.

5.2.2.4  Alignement des blocs entre les trois jeux de templates

Dans chacun des jeux de templates, les valeurs de déviation multiple mp-rms et s-rms varient
parfois significativement. Il serait donc intéressant de savoir si une régle peut étre dégagée en
comparant les mp-rms des trois jeux : peut étre serait-il possible de dégager des blocs « flous » et des

blocs « nets ».

Malgré le fait qu’il comporte moins de structures templates, c’est pourtant le jeu de M. Cotevieille
qui montre les valeurs les plus hautes. Il comporte des valeurs élevées pour les blocs 1, 2A, 2B, 3, 7%,
7C, 8, 9, 10, 12 et tous ceux de la série 13. Ces fortes valeurs résultent également du besoin de
rechercher des blocs plus longs et de nouveaux blocs en forgant les paramétres de maille et de marge,
pour couvrir la fraction maximale de la séquence en bloc. Ce jeu est constitu¢ de quatre structures dont
trois bactériennes et une microsomale. Il se trouve que ces quatre structures sont plutét divergentes,
conduisant a des détections de blocs par GOK a valeur élevée de mp-rms. En réalité, M. Cottevieille
n’est pas la seule a avoir identifié des blocs a valeur élevée de mp-rms : pris indépendamment, chaque

jeu en présente au moins au niveau d’un bloc.

11 est possible toutefois de classer ces valeurs élevées de mp-rms d’un jeu a ’autre. Ainsi, dans
mon jeu de femplates, la région N-terminale est marqué par de hautes valeurs de mp-rms (blocs 1 et
2A*, structure B, et hélice B, cf. Tableau 5.3). Une explication a déja été fournie pour ce cas, ou
I’hélice B’ est trés « fluide » dans les structures microsomales. Dans le jeu de NL, au niveau de cette

région, seul le bloc 1** (brin ;) porte une forte valeur de mp-rms. Dans le jeu de M. Cottevieille,
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pourtant marqué par de fortes valeurs de mp-rms, on trouve des tendances inversées : par exemple
dans les blocs 4 et 5 (hélices F et G) les valeurs de mp-rms (~0.5 A) sont trouvées plus basses que
dans les deux autres jeux (~1,00 A). Enfin, la série des blocs 13 présente des valeurs élevées de mp-
rms dans les trois jeux, le bloc le plus « flou » dans le jeu de N. Loiseau est trouvé au niveau de la

structure [34.; tandis que dans les deux autres jeux, il est situé au niveau des structures B4, et Bs.,.

Certains blocs a valeur élevée de mp-rms, sont trouvés en revanche en accord sur 1’ensemble des
trois jeux : c’est le cas de I’hélice E (bloc 3) par exemple, mais également du bloc 10, comprenant 3
SSEs (brin B,.,, brin B3, K*). En dépit des valeurs élevées de mp-rms, ces blocs peuvent toutefois étre
considérés comme des blocs « fiables » (ou «nets ») : les valeurs €levées de mp-rms peuvent étre
expliquées par la divergence d’un seul template dans le jeu par rapport aux autres, qui se retrouve dans

les trois jeux, expliquant de ce fait une valeur ¢levée de mp-rms similaire pour les trois jeux de blocs.

Globalement, en dépit des différences observées sur les trois jeux, on peut établir une certaine
tendance pour des régions plus variables que d’autres (notion de blocs « flous ») en se basant sur les
constats précédemment décrits (utilisation des valeurs de mp-rms inter jeu) : la variabilité en séquence
au niveau de la région C-terminale est donc accentuée par une variabilité structurale, les blocs situés
dans cette partie étant marqués par des valeurs élevées de mp-rms, exprimées a des positions
différentes dans les blocs de la série 13. Pour ces mémes raisons (variabilité entre les jeux des valeurs
¢levées de mp-rms), les blocs du feuillet 3 en N-terminal peuvent étre également considérés comme
des blocs « flous », trés mal conservés structuralement (blocs de la série 1). Ces tendances ne sont pas
liées a I’apport des nouvelles structures de P450s microsomales, elles étaient déja présentes dans les
structures bactériennes. Enfin, on peut également inclure parmi ces blocs « flous » ceux correspondant
a la boucle B—C comprenant I’hélice B’, et ceux comportant les hélices F et G. Le caractére « flou » de
ces blocs 4 et 5 est beaucoup plus marqué dans les alignements comportant plus de structures

microsomales.

Toutes ces remarques sur un plan structural, se retrouvent également observées dans 1’alignement
réalisé par Caliseq, des blocs des trois différents jeux de templates sur la séquence du CYP 3A4,
comme présenté sur la Figure 5-3. Ainsi, les blocs de la série 1 (CSB1*, CSB1**, et CSB1) ne se
trouvent pas a la méme position sur les trois différents jeux de blocs. Il en est de méme pour les blocs
de la série 2 (CSB2A*, CSB2A** et CSB2A) et de la série 13 (CSB13A, CSB13B, CSB13). En
revanche, ni le CSB4 ni le CSB5 ne semblent poser de probléme de positionnement dans les trois jeux,

ce qui est assez déroutant, compte tenu de ce qui a été dit précédemment. Cela dit, comme il sera vu
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plus tard, le positionnement de ces blocs a des endroits similaires sur d’autres séquences cibles n’est

pas toujours observé.

CYP3A4 A 1 MALIPDLAME TWLLLAVSLV LLYLYGTHSH GLFK KLGIPG PTPLPFLGNI LSYHKGFCMF DM (Sl QLE[ QWCFDGQQP30

CYP3A4B 1 MALIPDLAME TWLLLAVSLV LLYLYGTHSH GLFK KLGIPG PTPLPFLGNI LSYH [(eigeiVizanlVIel, (\fe< VWGFYL®lel 80

CYP3A4 C 1 MALIPDLAME TWLLLAVSLV LLYLYGTHSH GLFK KLGIPG PTPLPFLGNI LS Y H<EIgo\VIgelVI=eKY G< VWGFY¢ejeje] 80
CSBO CSB1* CSB1**

CYP3A4 A 81 VLA! IEbIVIRGRYRYNEY S VFTNRRAFGP VG DEEWKRLR SLLSPTF$G KLKHYWHILYOMEInVIRVAN 160

CYP3A4B 81 AV Q| VKECYS VFTNRRPFGP BGEMK AEDEEWKRLR SLLSPTFTSG (RNS\VAVLINOMEIMVIRVIAN 160

CYP3A4 C 81 RV INRNVKECYS VFTNRRFFGP VIEEUIRAISI AED EEWKRLR SLLSPTFTSG (MSSV\YIIrXe){e{n)YRYHN 160
CSB1 CSB2A* CSB2A* * CSB2A CsB2B

CYP3A4 A 161 IAETGKR/ TLKDVFGAYS MDVITSTSFG VNDSLNNPQ DPFVENTKKL LRFDFLDPFF LSITVHEZREZINSVRN[e{VER 240

CYP3A4B 161R \ETGKPV TLKDVFGAYS MDVITSTSFS VNIDSLNNPQ DPFVENTKKL LRFDFLDPFF LSITVHSRELIRAVENEICV 240

CYP3A4 C 161 RREAETGK PV TLKDVFGAYS MDVITSTSK> VNIDSLNNPQ DPFVENTKKL LRFDFLDPFF LSITVEEESR{IN=AY\[[eAVil 240
CsSB3 CsSB4

CYP3A4 A 241 [FPREVTNER KSVKRMKESR LEDTQKHJEESIEVINISON SKETESHKALSDLELVAQSI IFIFAGYETT SSVLSFIMYE 320
CYP3A4 B 241 FPREV TNFLR KSVKRMKESR LEDTQKHI[BAZReJEVIISON SASJ=EHKA. SDLELVAQSI IFIFAGYETT SSVLSFIMYE 320
CYP3A4 C 241 [FPREVINFLR KSVKRMKESR LEDTQKHBIFXeJAY[IDSQON SKETESHKALSDLELVAQSI IFIFAGYETT SSVLSFIMYE 320

CSB5 CSB6 CSB7A
CYP3A4 A 321 LAT[glgnYele] QKEEIDAVLP NKAPPTYDTV LQN=ARSIVAVAYANIS RNRZV MRLERVCKKD VEINQYIIEIAAVIIENAE 400
CYP3A4B 321 LAT[glgmvele] QKe)==|p/AE NK APPTYDTV LQN=A¢RsIVAAYANIS RN ERVCKKD VEINQYIZIEIAAIVIIENAE 400
CYP3A4 C 321 LAT[glgmYiele] QKFEIDAVLP NKAPPTYDTV LQME[MB]VANAAN=g RNV Vil ERVCKKD VEINQYIFI S NAYVIIESAE 400
CSB7B CSB7 CSB8 CSB9 CSB10

CYP3A4 A 401 (MBI @NE PEKFLPERFS KKNKDNIDPY | NaRYSEEISigNIGMRFALM NMKLALIRVL QN (KE TQIPLKL SLG 480
CYP3A4B 401 [ Q@NE PEKFLPERFS KKNKDN BIASNIMEEISGPR NCIGMRFALM NMKLALIRVL QN TQIPLKL SLG 480

CYP3A4 C 401 [MIRele @Vl PEKFLPERFS KKNKDNIDREAGIMEESIEIRR NCIGMRFALM NMKLALIRVL QNISFKPCKE TQI[gH(#S{Xe 480

CSB11 CSB12A CSB12B CSB13A CSB13B
CYP3A4 A 481 GL [Melgd=qxd¥ L KVESRDGTV SGA 503
CYP3A4B 481 [c]WNol=(AARIKVESRDGTV SGA 503
CYP3A4 C 481 GLLQPEKP\ARQY=SIEIERASGA 503
CSB13

Figure 5-3 Comparaison du positionnement des blocs pour les trois différents jeux de templates sur la
séquence cible du CYP 3A4. Les couleurs utilisées pour délimiter les blocs sont les mémes sur les trois jeux. Le
jeu de templates de N. Loiseau figure sur la premiére ligne (A), celui de M. Cottevieille en seconde ligne (B) et le
mien en derniere ligne (C). Un décalage sur les trois jeux de blocs est observé aussi bien en région N-terminal au
niveau de la série des CSB1 (1%, 1**, 1) et en région C-terminale au niveau de la série des CSB13 (13A, 13B, 13).

5.2.3 Intérét d’'un jeu de blocs généralisés

En raison des divergences sur les positionnements relatifs des blocs entre les trois jeux de
templates, j’ai di établir un jeu de blocs général correspondant a un compromis des sous-alignements.
Ce dernier a pour but de lever les ambiguités de positionnement des blocs qui posent des difficultés a
Caliseq, en particulier dans la série des blocs 1 en N-terminal ou encore de la série des blocs 13 en
C-terminal. Ce jeu de blocs global est présenté Figure 5-4 et Figure 5-5: il symbolise 1’ossature

générale conservée d’un P450.
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Figure 5-4 Blocs structuraux en représentation carbones Cg, déterminés a partir d’un consensus des trois jeux
de blocs (11 structures au total). Les structures ont été superposées sur les atomes du squelette des hélices I et J
(blocs 7A et 7B) indiquées par les fléches noires. Le code couleur est le suivant : P450eryf en vert, PASOBM3 en
cyan, CYP 2C8 en violet, CYP 2C9 en jaune, CYP 2C5 (1nr6) en rose clair, CYP 154C1 en gris, CYP 51 en bleu,
CYP 2C5 (1dt6) en orange, P450nor en vert clair, P450terp en vert kaki et enfin P450cam en rose foncé.

Le compromis des trois différents jeux de blocs (cf. méthode décrite a la section 3.2.3) fournit un
jeu global composé de blocs plus courts que ceux rencontrés dans les trois jeux de blocs initiaux.
Toutefois, pour certains blocs, aucune modification n’a été apportée : il s’agit de blocs généralement
robustes, comme les CSBs de la série 7 ou de la série 12. A I’inverse, ceux de la série 1 et surtout ceux
de la série 13 ont subi un raccourcissement drastique pour réaliser le consensus : ils étaient déja a
I’origine des principaux désaccords entre les différents jeux de blocs. Par ailleurs, selon le
raccourcissement imposé aux blocs de la série 13, leur positionnement par le programme Caliseq sur
la séquence du CYP 3A4 par exemple, se voit perturbé dans cette région : c’est la preuve que les blocs

identifiés a cette région C-terminale sont plutot peu fiables.
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lrom 1 -----APSFP FSRASGPEPP - -

lcpt 1 MDARA----- -- TIPEH--- -----=--| IA R-TVILPQ

3cpp 1 ----- NLAPL PPHVPEHLVF DFDMYNPSNL SAG--V--
1e9x 1 ---MSAVALP RVSGGHDEHG HLEEFR---- --------

2hpd 1 - MP QPKTFGELKN LP!
1pg2 1 - PP GPTPLPIIGN MLQ
log5 1 - PP GPTPLPVIGN ILQ
inré 1

1dt6 1 --

loxa 61 KK----KYPG VEV-EFP-AY LGFP
1gwi 59 NVWGAWRRGE IPADW----- -
1lrom 61 TRQGFPEL--
lcpt 75 GSEILY-

132
129

loxa 131
lgwi 127
lrom 127
lcpt 147
3cpp 136
1e9x 128
2hpd 134 --A--DEHI
1pg2 132 --K--ASPC
log5 130 --K--ASPC
1nr6 133 --N--ASPC  [BINS IRl NV @SVIZ- HNRFD-YK-
1dt6 130 --N--ASPC  [pl g IKelor o\ 18- HNRFD-YK-
CsB3

MDP-ER-A-- EQ
-TPPE E-
---TAR E-

RGQAAREV VNFILDLVER{:N
VVATLTEL ASIMTDTVAA gkerg
IASAANQEL LDYLAILVEQ jkerg
FHETIATF YDYFNGFTVD k]
FAEAKEAL YDYLIPIEQ [dexN
RDEARNGL VALVADIMN (kS

210

loxa 202
1gwi 198
1lrom 198
lcpt 214
3cpp 202
1e9x 212
2hpd 223
1pg2 224 [glOZS{EBINNP R-[sldisleigl] KMEQ-EKDN- QKSEF ISNRVeaavasl RSV Ne I IR NI (CIARRERN GNPV EE| DHVIGRHRSP CMQDRSHMPY 320
log5 222

PPN SKL--D--G- -N-YI
BINSIVZAN GQV--N--G- -R-PI

1nré 225
1dt6 211
loxa 273
lgwi 268
1lrom 268 PL GFGFGDHRCI REE]
lcpt 284 HL GFGWGAHMCE¥
3cpp 272 HT TFGHGSHLCLREZS]
1e9x 307 SARY-EQ -P---RQEDL LNRWT---  \WNSEeTNelNzINe¥ 305
2hpd 314 PSA-- I---PQHA FK PFGNGQRACI 1o}
1pg2 321 D--Y FM PFSAGKRICA gl
log5 319 K--Y FM PFSAGKRICV glug
1nr6 319 D--Y  [EYEMESINel Ve 407
1dt6 305 D--Y FM PFSAGKRMC\KEK]

CSB12A

MO CRCLYENGRPLAKLEGE VALRALFGH
Igwi 350 [LVARSIHVINCAVZNRINARZN
MG IO A E HI AKAELT TVFSTLYQK]
lcpt 363 GQHLAKLEMK IFFEELLPK
o RV GOHLARREI VTLKEWLTR
NI K[ G AAFAIMQIK AIFSVLLREY]
2hpd 402 [elololNNCI=iN WRYIKe]\VIVIRN
NNl N[ GEGL ARMELF LFLTTILQN
pTe IRV I GEALAGMELF LFLTSILQN
1nré 408 GEGLARMELF LFLTSILQN
1dt6 394 GEGLARMELF LFLTSILQN
CsB12B

CSB13B CSB13

Figure 5-5 Alignement structural des 11 structures templates : P450qyr (10xa), CYP 154C1 (1gwi), P450,,
(Irom), P450.r, (1cpt), P450.m (3cpp), CYP 51 (1e9x), P450sms (2hpd), CYP 2C8 (1pq2), CYP 2C9 (log5),
CYP 2C5 (1nr6), CYP 2C5 (1dt6). L’ordre des structures dans I’alignement a été établi arbitrairement. Les blocs
structuraux (CSBs) sont indiqués en blanc sur fond noir. La partie inter-bloc a été alignée a la main. La partie
N-terminale est souvent tronquée en raison de son alignement incertain. Le bloc 0 détecté sur le jeu de templates
dominé par les protéines microsomales est surligné en gris.
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L’¢élaboration de ce jeu de blocs global ne change pas le positionnement des blocs « robustes ». Ils
permettent en revanche de trancher sur les incertitudes et désaccords entre les alignements des trois
différents jeux de blocs. En revanche, comme ce jeu de blocs global se base sur un compromis
séquentiel, il n’est pas certain que les sous-alignements obtenus seraient identiques a ceux obtenus par
une recherche 3D par GOK. En raison de la limite du logiciel a identifier les CSBs sur un nombre de
templates trop important, je n’ai pas pu effectuer cette vérification sur le jeu complet a 11 templates, et
j’ai considéré que le jeu de bloc global retraduisait correctement 1’information 3D des CSBs, sachant

que les sous-alignements mis en commun provenaient eux-mémes d’une identification 3D de blocs.

5.2.4 Alignement de toutes les structures représent  atives de P450 dans la
PDB

Au cours de la theése, avec 1’émergence de nouvelles méthodes ainsi que la puissance croissante
des machines de calcul, il a été enfin possible de déterminer des blocs structuralement conservés sur
I’ensemble des templates des P450s. En Avril 2007, 29 structures de P450 non redondantes étaient
présentes dans la PDB. Cette identification a été rendue possible par 1’utilisation de 1’outil GAKUSA,
développé par M.Carpentier (Université Paris VI) au cours de sa thése, dont le principe repose sur le
« Gibbs Sampling » (cf. section 2.4.5.2 a la page 110). Les structures utilisées pour la recherche de
blocs conservés sont présentées sur le Tableau 3.2 a la page 141. Des 29 structures présentées sur ce
tableau, une structure a été finalement retirée car elle comportait trop de régions non résolues dans sa
structure, empéchant GAKUSA de déterminer correctement les CSBs. Il s’agit de la structure du CYPs
P45004s (11fk) d’origine bactérienne. Les résultats de la recherche de CSBs par GAKUSA sur

I’ensemble des templates différents disponibles dans la PDB sont montrés sur le Tableau 5.4.

Les CSBs identifiés par GAKUSA sur I’ensemble des templates différents de P450 disponibles
dans la PDB devaient servir initialement a vérifier la solidité ou I’incertitude des blocs du jeu global
présenté a la Figure 5-5: quelles étaient les différences observables avec 1’apport de nouveaux

templates (publiés en 2006 et 2007), et ou étaient situées ces différences ?
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Tableau 5.4 Positions des blocs structuraux obtenus avec GAKUSA sur un jeu de 28 templates : la structure du P4500xyb a été retirée
du jeu initial car elle comportait trop de régions manquantes. En premiére colonne, la nomenclature de P. Jean, basée sur I’alignement de 3
structures bactériennes, dans la deuxiéme colonne, la nomenclature de Poulos.

Structures cam BM3 nor EryF OxyC epok 119

CSB taille
Secondaires 1RE9 21J2 2JFB 1280 IUED 1Q5D 1107
1 B1-1+B1-2+B 44-68 41-65 34-58 31-55 12-36 41-65 12-36 25
2B-3 D+E 126-160 127-161 126-160 126-160 100-134 131-165 103-137 35
7 I+] 222-262 248-288 223-263 225-265 195-235 238-278 194-234 41
8 K 266-290 310-334 268-292 270-294 236-260 283-307 236-260 25
9-10A B1-4+B2-1+p2-2 291-311 336-356 294-314 295-315 261-281 309-329 261-281 21

10B-11 B1-3+K'+Meander 317-329 362-374 320-332 321-333 287-299 335-347 287-299 13
12-13 CysPocket+L+p3-3 337-373 390-426 342-378 341-377 307-343 355-391 307-343 37
13 B4-1+B4-2+33-2 377-396 430-449 381-400 383-402 345-364 394-413 345-364 20

121 152A1 154A1 154C1 158A2 175A1 51
1IN40 11Z0 1000  1GwWI 1S1F IN97 1X8v

1 B1-1+B1-2+B 34-58 38-62 32-56 35-59 43-67 35-59 42-66 25
2B-3 D+E 119-153 119-153 126-160 129-163 130-164 114-148 120-154 35
7 I+] 217-257 226-266 226-266 226-266 225-265 205-245 240-280 41
8 K 262-286 272-296 271-295 271-295 270-294 250-274 303-327 25
9-10A B1-4+B2-1+B2-2 288-308 297-317 298-318 297-317 297-317 275-295 328-348 21

10B-11 B1-3+K'+Meander 314-326  323-335 324-336 323-335 323-335 299-311 354-366 13
12-13 CysPocket+L+p3-3 335-371 353-389 344-380 345-381 343-379 326-362 384-420 37
13 B4-1+B4-2+33-2 374-393 393-412 383-402 387-406 385-404 364-383 426-445 20

st PIKC terp 199A2 2A6 28B4 2C5
1UE8 2CD8 1CPT 2FR7 2FDU 1sU0 INR6

1 B1-1+B1-2+B 4771 4468 4367 4973 7094 6791  66-90 25
2B-3 D+E 134-168 130-164 139-173 136-170 156-190 153-187 152-186 35
7 I+] 229-269 227-267 251-291 235-275 285-325 282-322 278-318 41
8 K 274-298 272-296 296-320 280-304 348-372 345-369 341-365 25

9-10A B1-4+B2-1+B2-2 300-320 298-318 321-341 305-325 374-394 371-391 367-387 21
10B-11 B1-3+K'+Meander 326-338 324-336 347-359 331-343 400-412 397-409 393-405 13
12-13 CysPocket+L+p33-3 346-382 344-380 367-403 351-387 429-465 426-462 422-458 37

13 B4-1+B4-2+B3-2 384-403 383-402 406-425 390-409 473-492 470-489 466-485 20

2c8 2c9 2D6 3A4 8A1 2R1 1A2
1PQ2 IR90 2F9Q ITQN 2IAG 20JD 2HI4

1 B1-1+B1-2+B 66-90 66-90 70-94 73-97 66-90 78-102  77-101 25
2B-3 D+E 152-186 152-186 160-194 158-192 150-184 165-199 174-208 35
7 I+] 281-321 281-321 289-329 289-329 267-307 294-334 301-341 41
8 K 344-368 344-368 352-376 352-376 337-361 357-381 364-388 25
9-10A B1-4+B2-1+B2-2 370-390 370-390 378-398 377-397 366-386 383-403 390-410 21

10B-11 B1-3+K'+Meander 396-408 396-408 404-416 403-415 393-405 409-421 416-428 13
12-13 CysPocket+L+p3-3 425-461 425-461 433-469 432-468 431-467 438-474 448-484 37
13 B4-1+B4-2+33-2 469-488 469-488 476-495 474-493 477-496 480-499 490-509 20

Initialement, je pensais que 1’utilisation d’un jeu de femplates plus important (28 structures contre
11 dans le jeu global) conduirait a 1’obtention de blocs moins nombreux et plus courts. Les résultats

montrent que les blocs identifiés sous GAKUSA sont effectivement moins nombreux que dans le jeu
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global (8 blocs identifiés contre 23 blocs sur le jeu global) mais de taille moyenne plus importante : la
plupart des blocs identifiés sous GOK se retrouvent agglomérés lors de 1’identification par GAKUSA.
Ainsi, les blocs de la série 1 sont a présents réunis en un seul bloc de 25 résidus. Il en de méme pour
les blocs de la série 7 et 13. A noter que les blocs identifiés par GAKUSA bouleversent un peu la
nomenclature mise en place par P. Jean : certains blocs correspondent a une réunification de blocs de
séries voisines. C’est le cas par exemple du second bloc déterminé par GAKUSA dans le tableau, qui

réunit le bloc CSB2B et le bloc CSB3 (d’autres exemples sont observés, voir Tableau 5.4).

Toutefois, 1’utilisation de GAKUSA est limitée dans la recherche exhaustive de tous les blocs
identifiés sous GOK : la version actuelle du programme ne permet pas d’identifier les blocs de la
boucle B-C (incluant I’hélice B’) et les hélices F, G, H. A I’instar de GOK, GAKUSA identifie
chaque bloc pas a pas. Lorsqu’un résultat de bloc n’est pas convenable, il faut recommencer la
recherche depuis la toute premiére étape, et modifier les paramétres de recherche une fois a 1’étape
précédant celle qui aboutissait & un résultat non convenable''. Schématiquement, lorsque le résultat de
bloc n’est pas satisfaisant a I’étape 5, il faut repartir de 1’étape I et modifier les paramétres une fois a
I’¢tape 4. Ces blocs jugés non convenables, correspondent en fait a ceux présentant des morceaux
d’hélices de certains templates qui devraient constituer un bloc X, et qui se retrouvent finalement
attribués avec les hélices des autres structures au niveau d’un bloc Y. Par exemple, I’hélice F de la
structure du P4500,,c est identifiée dans le bloc des hélices H pour les autres structures. Cet exemple
illustre d’ailleurs la derni¢re étape ou il n’a plus été possible d’aller plus loin pour identifier de
nouveaux blocs sans avoir ce cas de figure (autrement dit, il est possible d’identifier d’autres blocs
mais ils comprennent des erreurs d’attribution). La difficulté a identifier correctement les blocs dans
ces régions est probablement liée a la similarité des trajectoires en coordonnées internes (0,T) —hélices
principalement— ainsi que la variabilité des éléments de structures secondaires au niveau de ces
régions (hélice B’ parfois déstructurée et a des positions variables le long de la boucle B-C, et les

hélices F et G sont variables).

' A la différence de GOK qui utilise des paramétres de maille et de marge, GAKUSA utilise un paramétre de
longueur de bloc a ajuster.
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Best score for this pattern scaled to len= 21 F=111 6.82132 G/free param= 1.29120
1CPT OXIDOREDUCTASE(OXYGENASE) ALADT EVRGQNIKRGDRIMLS 321 341
1107 OXIDOREDUCTASE TKERV KLGDQTIEEGEYVRVW 261 281
1N40 OXIDOREDUCTASE ATADI QVGDVLVRKGELVLVL 288 308
1N97 ELECTRON TRANSPORT LERPL LLGEDRLPPGTTLVLS 275 295
11ZO OXIDOREDUCTASE VKKDF VWNNCEFKKGTSVLLD 297 317
1GWI OXIDOREDUCTASE AAEDV PVGDRVIPAGDALIVS 297 317
1Q5D OXIDOREDUCTASE ARQDL EYCGASIKKGEMVFLL 309 329
1RE9 OXIDOREDUCTASE LTSDY EFHGVQLKKGDQILLP 291 311
1S1F OXIDOREDUCTASE ALEDV EIKGVRIRAGDAVYVS 297 317
2IAG ISOMERASE AMPMA DGREFNLRRGDRLLLF 366 386
1UE8 STRUCTURAL GENOMICS, UNKNOWN FUNCTION TKEKWIRDQVIDEGELVRVW 261 281
1UED OXIDOREDUCTASE AIKDV VIDGQLIKAGDYVLCS 300 320
1X8V OXIDOREDUCTASE AKGEF EVQGHRIHEGDLVAAS 328 348
1780 OXIDOREDUCTASE AAEEV EIGGVAIPQYSTVLVA 295 315
2CD8 OXIDOREDUCTASE PVEPV DLDGTVIPAGDTVLVV 298 318
20JD OXIDOREDUCTASE TSEDA VVRGYSIPKGTTVITN 383 403
2FR7 OXIDOREDUCTASE TTRDV ELAGATIGEGEKVLMF 305 325
10DO OXIDOREDUCTASE VTDIA LPDGRTIARGEPILAS 298 318
2132 OXIDOREDUCTASE KEDTV LGGEYPLEKGDELMVL 336 356
1JFB OXIDOREDUCTASE AKEDV MIGDKLVRANEGIIAS 294 314
2FDU OXIDOREDUCTASE VKKDT KFRDFFLPKGTEVYPM 374 394
1SUO OXIDOREDUCTASE VTKDT QFRGYVIPKNTEVFPV 371 391
1PQ2 OXIDOREDUCTASE VTTDT KFRNYLIPKGTTIMAL 370 390
1R90 OXIDOREDUCTASE VTCDI KFRNYLIPKGTTILIS 370 390
1NR6 OXIDOREDUCTASE VTRDV RFRNYFIPKGTDIITS 367 387
2F9Q OXIDOREDUCTASE TSRDI EVQGFRIPKGTTLITN 378 398
2HI4 OXIDOREDUCTASE TTRDT TLNGFYIPKKCCVFVN 390 410
1TQN OXIDOREDUCTASE CKKDV EINGMFIPKGVVVMIP 377 397
1->| 1]19] 9|34| 5|34|17|12|30] 4] 1| 3| 8|21|32| 4] 1] 3| 3] 2[35]

2->11]|16|12|35| 5|35|14|15|27| 3] 2| 5] 9]19|31] 5| 2] 2| 2| 3|35|

3->0]20| 9|35| 5|35|12|16]26] 3| 3| 4| 9]20|30| 6] 1] 2| 2] 3| 1]

4->135|19|11] 2| 2|35|10]17|27] 1] 1] 4] 9]21|31| 4| 3] 1|35] 1] 0]

5->10|19| 8|32 6|34]|17]|12]|29] 4| 1] 2| 8|20|31| 5| 0] 2| 3| 5|35|

6->]0|19|10| 2| 4|35|12|16]24]| 3| 4| 4| 8|20|29| 6| 1] 0] 5] 2|34|

7->11]|18|11|33| 6/35|16|13|29| 4| 1| 3] 9]19|31] 6| 1] 2| 3| 3|35]

8-> 1|17|10|35| 4| 0]16]|13|29] 4| 1| 4| 8|20|31| 4] 1] 3 0] 2| 1]

9-> 1|18|11|35| 4| 0]16]|12|30] 5| 0] 4| 8|21|30| 5/ 1] 1] 2| 3| 0]

10-> | 2| 3| 2| 6|24| 9]29| 2| 2| 5| 2| 4| 7|21|29] 5| 3] 0] 0] 1|35|

11->0]19]11] 0| 2| 0|13|15|27| 2| 1] 3| 9]22|31| 6| 1] 2| 2| 3|35]

12->|35|21] 7| 0| 4|35|15|13|28| 4| 1| 3| 8|21|29| 4] 2] 2| 3| 2|35|

13->| 0]18|11|35]| 4| 0|15|13|29] 4| 2| 3| 9|20|31| 5| 1] 0] 1] 3| 0]

14->|35|19|10| 1| 3|35|17|12|29] 4] 2| 5| 9]20]32] 5| 1] 1] 2| 3|35|

15->| 3|19]11] 2| 2| 0|14|13|29| 2| 1] 5| 8]20]31| 7| 0] 1] 3] 4] 0|

16->| 2|17]12| 2| 2|35|15|12|29] 4| 1] 4] 9|20|32| 6| 1] 2| 2| 3|35]

17-> 0]20] 9|35| 4|35|14|13|29] 4| 0] 4] 9|21|32| 5| 1] 3| 2| 2|35|

18->|18|11] 1| 5| 3| 7|23| 8|30] 5] 3| 4] 9]20|30| 6| 2| 1] 3| 1|34|

19->|17|11|33| 6] 3|16|10|24|24| 3] 1| 4] 9]20]32] 5/ 0] 2| 3] 2| 0]

20->| 1|17|12| 0] 4] 0]12|16]|26] 3| 2| 3]|10]20|30| 5/ 1] 1] 1] 3| 0]

21->| 3|17|13| 1] 2|35|13|14|28]| 4| 0] 4| 9]20|32| 5| 2] 2| 1] 3|35|

22->| 3|18|11| 2| 3|34|15|13|28]| 4| 1| 5| 9]19]|32| 6] 1] 2| 2] 3| 0]

23->| 3|17|12| 1] 4] 0]12|16|27| 3] 1| 5] 9]20|32] 71 2] 0] 1] 4|35]

24->| 3|17|12| 0] 4]|35|12|16|27| 3| 1| 4| 9]20|32| 6| 2| 1] 2| 3|35|

25->| 2|18|11| 0] 3| 1|12|15|26] 4] 1| 4] 9]20|32] 6| 2| 1] 1| 4|35]

26->| 1|17|11|35| 5|35|16]12|30] 5] 1| 4] 9]20|33]| 6] 1] 1] 2| 3|34|

27-> 2|18|10|33| 5| 1|16]|12|30| 5| O] 4| 9]20]33| 5| 1] 1] 2| 3|34|

28->| 1|18|11|33| 4| 0|14|15|26]| 5] 1| 4| 9]20|31| 5| 3] 1] 2| 3|35|

Figure 5-6 Exemple de sortie de GAKUSA pour le bloc 9-10A (B1.4/B>-1/B22). La premiére partie du résultat (en
haut) correspond a la description des templates, leurs séquences respectives au niveau du bloc identifi¢ ainsi que
les positions du bloc sur les templates. La partie du bas correspond a 1’alignement des angles o a chaque position
du bloc (valeurs discretes de 0 a 35 par tranches de 10° d’angle). Dans cet exemple, on peut voir I’effet de
«moyenne » exercé dans la sélection des blocs, par exemple la dixiéme structure (2iag) montre a la position 5 un
angle o tres écarté de la moyenne de la colonne, de méme dans d’autres positions du début de bloc. Pourtant, ce
bloc est sélectionné parce que le score global sur tout le bloc reste favorable. Dans GOK, une position divergente
comme cet exemple suffirait a provoquer une rupture de blocs, ce qui explique le morcellement et la taille des
blocs dans les deux méthodes.

Ce qui est nouveau par rapport aux blocs identifiés par GOK, c’est la longueur trouvée pour
chaque bloc: est-ce un artefact du logiciel (li¢ aux parameétres trop « permissifs » fournis par

I’utilisateur) ? Peut-on attribuer une interprétation possible a cette observation ? Il existe en effet sous
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GAKUSA des paramétres semblables a la maille de GOK mais ces paramétres sont réglés par défaut
pour étre « stringent » et GAKUSA ne permet pas la détection de nombreux blocs. Dans la version
actuelle du programme, il n’est possible d’attribuer ce paramétre qu’une seule fois, au lancement du
programme. Ainsi, j’ai di utiliser un parametre moins « stringent » que ceux définis par défaut, ce qui
a permis de détecter plus de blocs, de taille plus importante. Par ailleurs, la similarité des trajectoires
communes semble plus marquée lorsque 1’on dispose de plus de templates : avec seulement deux
templates, les différences dans les trajectoires sont facilement décelées tandis qu’avec un jeu plus
conséquent de templates, il y a un effet de « moyenne » (1ié au calcul de score) qui tend a atténuer les
écarts des valeurs des angles (0,T) trouvées (cf. Figure 5-6). Les templates pris séparément peuvent
étre un peu divergents au niveau de ces blocs, mais pris ensemble, présentent des régions

structuralement conservées au niveau des blocs.

Ainsi, les blocs obtenus par GAKUSA soulévent de nombreux points de discussion : les matrices
PSSMs générées a partir de ces blocs seront-elles plus informatives que celles issues préalablement
sous GOK ? On peut le penser dans la mesure ou elles sont issues d’un jeu de templates global, a
savoir toutes les structures non redondantes. Cependant, une telle longueur de bloc supposerait
implicitement une méme longueur de la zone concernée pour toutes les structures inédites de P450
(non référencées encore dans la PDB). Le probléme de longueur ne pose en pratique aucun probléme :
Caliseq repose sur une programmation dynamique et cherche le meilleur positionnement pour les
blocs, quitte a introduire des gaps dans la séquence cible. Ainsi, la réunion des blocs présente
I’avantage d’éviter les alignements « imprécis » pour les blocs en N- et C-terminal par exemple. Le
positionnement d’un long bloc sur la séquence cible pourrait étre plus robuste que le positionnement
de trois petits blocs. En effet, les trois blocs se positionneront au mieux sur la séquence cible, sachant
que les gaps ne sont pas pénalisés pour leur glissement, pouvant conduire a de mauvais placements des
blocs. Au contraire, pour positionner le bloc long, il faudra introduire des gaps dans la séquence cible,
qui ont un coft et la longueur du bloc impose une délimitation naturelle de positionnement pour le
bloc. Par exemple, lorsque deux blocs identifiés par GOK sont contigus au niveau d’une SSE, ces
blocs peuvent étre séparés entrainant la perte de la SSE présent a cheval sur les deux blocs. Ce
probléme n’existera pas en revanche sous GAKUSA, qui intégrera les deux blocs identifiés par GOK

en un seul bloc.
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5.2.5 Comparaison des blocs avec d’autres méthodes d’alignement 3D
publiées

5.2.5.1 Les autres méthodes d’alignement structural

Outre la recherche de blocs par GAKUSA, d’autres logiciels d’alignement de structures (présentés
en sections 2.4.3 et 2.4.4) ont été appliqués sur les 11 templates du jeu global (ceux de la Figure 5-5),
afin de comparer les blocs obtenus par la méthode GOK aux alignements structuraux proposés par ces
autres logiciels. En raison de leur nombre important, j’ai limité les comparaisons aux logiciels
d’alignements structuraux de type multiple uniquement, et qui différent tous par un descripteur
particulier (C, SSE, géométrie...). Il est a noter que certains logiciels d’alignement structuraux ne
permettent pas d’imposer les structures a aligner, mais utilisent un systéme de recherche automatique
de templates, similaire 8 BLAST : ces logiciels ont été exclus de la comparaison. Enfin, il faut se
rappeler que les logiciels utilisés pour la comparaison sont plus récents dans leur conception que le

logiciel GOK. Ces différents logiciels ainsi que leurs caractéristiques sont présentés sur le Tableau 5.5.

Tableau 5.5 Liste des logiciels d’alignement structuraux utilisés pour évaluer les CSBs identifiés par GOK. Excepté le logiciel Matras
qui n’accepte qu’une comparaison de 9 femplates, les alignements structuraux par ces logiciels ont été opérés sur les 11 structures template
du jeu global.

Logiciel Description Année Descriptif Référence Lien internet
utilisé
MultiProt Multiple Alignment of Protein 2004 Géométrie Shatsky et al., 2004 http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt
Structures
SSM Secondary Structure Matching 2003 SSE Krissinel et Henrick, 2004 http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/
Matras MArkovian TRAnsition of protein 2000 C,et SSE Nishikawa, 2000 http://biunit.aist-nara.ac.jp/matras/
Structure
Vorolign Fast structure alignment using 2007 Cellules de Birzele et al., 2007 http://www.bio.ifi.Imu.de/Vorolign/
Voronoi contacts Voronoi
GAPS Gaussian-based Alignment of 2000 Cyet Mestres et al., 2000 NC
Protein Structures représentation
Gaussienne

NC: Non communiqué

Contrairement a ’outil GOK qui ne fournit que les fragments de séquences structuralement
conservées sur un ensemble de femplates, la plupart des autres logiciels utilisés montre le résultat de
I’alignement structural sous forme d’un alignement global de séquences. Pour effectuer des
comparaisons avec les résultats de GOK, des blocs structuralement conservés ont été prélevés de ces
alignements multiples résultants : on peut en effet assimiler a des blocs CSB les régions de
I’alignement dépourvues de gap sur ’ensemble des templates issus des autres logiciels (du Tableau

5.5).
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loxa 1 - DS FHV--D---- - EANEY-R-FL-G- [NV RAIEDIINY| -SD- 53
Igwi 1 - PLA AVESERCeleRml\ PVWAVTHHA EAK/ARIIDECNN
lrom 1 - -- --A-----PS ---FP--F S- -RA--S---- G SIFAVRRL GIEnNYeA-TS- 53
lcpt 1 ---MDARA-- --------- T IPEH---IAR -TVIL--P QG YADDEV---- - DPMWIATKHA DVM(EE ORI
3cpp 1 - NL APLPPHVPEH -LV-----FD ---FDMYN PS NLS--AGVQE - GGHWIATRGQ LIRENEI={pEatE}
1e9x 1 --R VSGGHDEHGH L-EEFR-- TD PIG---L--- - INOWAVRESIES AW FRAG 66

2hpd 1 --TIKEMP- -Q PKTFGELKNL PLLNT--D KP VQ---A---- - RVTRYLSSQR LIKE/AZe{sEN]

log5 1 - PP- G PTPLPVIGNI LQIGI--K DI SK---S- i-LIDL 61

inré 1 ---GKLPP-- --G PTPFPIIGNI LQIDA--K DI SK---S---- - KPTVVLHGYE AVKEZRYBIREGEE
MCSB1

loxa 53 -L-RLSSDPK K---KYPGVE V--EFP---A --Y---L- -- GF--PEDVRN YF----A- St AMRPRVEQIT i

1gwi 51 -P-RLVKDIN VWGAWRRGEI PADWPL-IGL --A----- - N- -P----G- E HMRGRITELT iy
1rom 53 -E-KLSKVRT R-QGF----- --PELS-ASG --K----- - ——-----Q- -A--AKAK K NLQPYIQRTV g
lcpt 67 PG-LFSNA-- -- - E--GSE---| -LYDQNN- EA FMRSISGGCP HV----I- SR KLEENIRRIA Kkyg
3cpp 68 -YRHFSSEC- -- EA--GE--A- -Y----D- D KLENRIQELA W3
1e9x 67 DD-DL: - -Feee- M TPIF--G- q GHAATIEDQV [N
2hpd 64 ES-RFDK--- -V RDFA--G- K GYHAMMVDIARWE]
log5 62 GE-EFS-- -GRGlI--- -FP- ERAN-RG- R SIEDRVQEEA ik}
1nré 65 GE-EFA--- ---GRGS--- -VP----- L EKVS-KG- WKEMRRFSLM TLRNF[eJR SIEDRIQEEA k&)
MCS2B

loxa 125 -M DP-ERAE-QR 184

Igwi 121 -- Q--TPPE-EV 180

lrom 118 S--STAR-EA 180

lcpt 138 -E---AARR- 195

3cpp 127 -P D--GSM--TF 184

1e9x 122 Il N AAEl| ER-G TDPLAYVDP- ---YL--PI- --E--SFRR- 193

2hpd 124 RALDEA MN---KLQ-R A-NPDDPAY- -DE--NKRQ- 204
log5 121 IEIL SSPWIQVYNN FPALLD-YF- -PG--THNK- 203
inré 124 ENVELL GTPWLQVYNN FPALLD-YF- -PG--IHKT- 206
loxa 185 G--QA PG DDLLSALISV QD LSADELT SIALVLLLAG FEASVSLIGI GTYLLLTHPD QLALVRADP gy
lgwi 181 V--AT PG DDLTSALIQA SE| LTDAEIV STLOQLMVAAG HETTISLIVN AVVNLSTHPE QRALVLSG Qe
lrom 181 S--AA PK DDIISKLCTE QV IDKSDAV QIAFLLLVAG NATMVNMIAL GVATLAQHPD QLAQLKAIGEFASS)
lcpt 196 FHET- PK DDVMSLLANS K IDDKYIN AYYVAIATAG HDTTSSSSGG AlIGLSRNPE QLALAKSD i

3cpp 185 A--EA ITSDEAK RMCGLLLVGG LDTVVNFLSF SMEFLAKSPE HRQEL|E [g¥dee]
1e9x 194 RDEA- FSADEIT GMFISMMFAG HHTSSGTASW TLIELMRHRD AYAAVID[pwi:yg
2hpd 205 FQED- LDDENIR YQITFLIAG HETTSGLLSF ALYFLVKNPH VLQKAAEEALNWIE)

Ml {0 NN O\ E\/ AFMK SYILEKVKEH QE{UEBIYINP QDFIDCFLMK MESSGINEORESISFTIESLE NTAVDLFGAG TETTSTTLRY ALLLLLKHPE VTAKVQEE [awisl]

1nré 207 LLKN- IEBWINNP RDFIDCFLIK ME [S=SS\ESNIN=SFTL ESLV IAVSDLFGAG TETTSTTLRY SLLLLLKHPE VAARVQEE [Sl¥iE]
MCSB5 MCSB6 YT

10Xa 270 ----mmmmmm —mmmmen

1gwi 265 --

lrom 265
lcpt 281 ---
3cpp 269 -----mmeem ee-

1e9x 288 ELYGDGRSVS -FHALRQI

loxa 337 ---R-G----
1gwi 334 --GN-R----
1rom 334 --PQ-D----
lcpt 349 ----- R----
3cpp 336 ----- ST
1e9x 377 DL--LNRW-T
2hpd 383 -A---IPQHA
log5 391 -K---SK--Y
1nr6 391 -K---SD--Y

FKPFGNGQRA CIGQQFALHE ATLVLGMMLK

FMPFSAGKRI CVGEALAGME LFLFLTSILQ NF

FMPFSAGKRM CVGEGLARME LFLFLTSILQ N
MCSB12

MCSB13B  MCSB13 MCSB13C

Figure 5-7 Identification des «blocs » conservés (MCSB) sur un alignement effectué sous Matras de 9
templates similaires a celui de la Figure 5-5 sans la structure du CYP 2C8 (1pq2) et du CYP 2C5 (1dt6) en raison
de la limitation de nombre de structures a aligner sous Matras. La numérotation des MCSBs suit la nomenclature
de P. Jean. Les structures retirées ont été choisies de fagon a ne pas supprimer trop d’informations structurales : le
CYP 2C9 (log5) et le CYP 2C5 (1nr6) figurent encore dans 1’alignement. Les MCSBs correspondent aux régions
de I’alignement sans gap a 1’exception du MCSBI1*, ou j’ai autorisé la présence d’un gap dans la structure du
P450,, (1rom). Les régions identifiées sont situées non loin des CSBs identifiés par GOK, a quelques décalages
pres : elles portent en conséquence les mémes désignations. Dans certains cas, il a fallu ajouter des numérotations,
comme pour le MCSB3 qui est en trois « blocs » ici au lieu de un dans ’alignement sur la Figure 5-5.

Un exemple de cette identification de blocs est présenté a la Figure 5-7 ou la méthode
d’alignement utilisée est Matras. Les blocs identifiés sous Matras sont nommés MCSB et

correspondent aux régions de 1’alignement dépourvues de gap sur I’ensemble des templates utilisés.
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Les templates utilisés sont les mémes que ceux du jeu de blocs global a 11 templates. En raison de la
limitation du serveur Matras a 10 templates”, les structures 1dt6 (CYP 2C5) et 1pq2 (CYP 2C8) ont
été écartées de 1’alignement. Le choix s’est porté sur ces deux structures en raison de 1’existence d’une
autre structure de CYP 2C5 (1nr6) incluse dans 1’alignement structural, ainsi que la présence d’une

structure de CYP 2C9, trés similaire a la structure du CYP 2CS.

En 2005, J. Mestres (Mestres, 2005) a publié¢ un alignement séquentiel pour les P450s basés sur
leurs informations structurales. L’information de similarité structurale a été évaluée cette fois-ci par
une approche Gaussienne, implémentée par un programme maison d’alignement structural GAPS
(pour Gaussian-based Alignment of Protein Structures) (Mestres, 2000). Dans ses travaux, J. Mestres a
utilisé un total de 12 femplates de P450s, dont 10 sont communs avec ceux du jeu global (a 11
templates) : cela facilite la comparaison avec notre alignement en comparant les « blocs » prélevés de
son alignement multiple aux CSBs issus de GOK. Les templates utilisés par J. Mestres sont présentés

au Tableau 5.6 et ’alignement est présenté en Figure 5-8.

Tableau 5.6 Liste des Cytochromes P450 utilisés par J. Mestres pour ses analyses (source Mestres, 2005).

cyp Classe PDB ID Résolution (A) Date Source

101 (cam) I 1phc 1.60 31/10/1993 Pseudomonas putida

102 (bm3) II 2bmh 2.00 31/07/1994 Bascillus megaterium

107 (eryF) I loxa 2.10 07/12/1995 Saccharopolyspora erythraea
108 (terp) I lcpt 2.30 31/01/1994 Pseudomonas sp.

119 I lio7 1.50 28/02/2001 Sulfolobus solfataricus

121 I 1n40 1.06 04/02/2003 Mycobacterium tuberculosis
51 I 1e9x 2.10 01/11/2000 Mycobacterium tuberculosis
55 (nor) I 1rom 2.00 15/10/1997 Fusarium oxysporum

2C5 II 1dt6 3.00 27/09/2000 Oryctolagus cuniculus

2B4 II 1po5 1.60 07/10/2003 Oryctolagus cuniculus

2C8 II 1pg2 2.70 13/01/2004 Homo sapiens

2C9 II log2 2.60 17/07/2003 Homo sapiens

Note :  Les classes utilisées ici, sont ceux de la nomenclature a 4 classes (cf. section 1.2.2.1, page 25)

12 Seuls 9 templates sur les 10 autorisés par le serveur Matras ont été utilisés. Une place de réserve a été laissée a
une dixiéme structure pouvant servir a « caler » 1’alignement des femplates sur la structure d’une séquence
proche de la séquence cible, ou méme, celle de la séquence cible, lorsqu’elle était disponible. Je reviendrai sur ce
point ultérieurement.
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CYP101
CYP107
CYP108
CYP55

CYP119
CYP121
CYP51

CYP102
CYP2CH

CYP101
CYP107
CYP108
CYP55

CcYP119
CYP121
CYP51

CYP102
CYP2C5

CYP101
CYP107
CYP108
CYP55

CYP119
CYP121
CYP51

CYP102
CYP2C5

CYP101
CYP107
CYP108
CYP55

CYP119
cYpl121
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Figure 5-8 Alignement séquentiel de J. Mestres, basé sur des informations de structures de 9 P450s (source
Mestres, 2005). Les noms des SSEs sont reportés au dessus des séquences et les SRS en dessous. Les
surlignements correspondent a des valeurs de RMSD inférieures a 2 A. Les caractéres en minuscule correspondent
a une valeur de RMSD > 3 A, et en majuscule < 3 A. Ainsi, les zones surlignées et en majuscule peuvent étre
assimilées a des blocs CSBs
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5.2.5.2 Résultats de la comparaison avec les autres logiciels

Globalement, un nombre similaire de blocs sont identifiés, localisés pour la plupart aux mémes
endroits dans les séquences des templates (donc conduisant a des sous-alignements en séquences
similaires a GOK). Les principales différences sont situées au niveau de la longueur des blocs et
également dans le décalage d’une ou plusieurs séquences du sous-alignement. Aucune des méthodes
citées dans le Tableau 5.5 ne donne un méme alignement global, mais il existe en revanche une
certaine tendance pour les sous-alignements des blocs : par exemple, les sous-alignements des blocs
« centraux » (CSB3, CSB6 a CSBI12) présentent peu de divergence d’un logiciel a un autre. En
revanche, les blocs structuraux situés en N-terminal (CSB1* et CSB 1**), au niveau des hélices B’
(CSB2A**), F (CSB4) et G (CSB5), et en C-terminal (série des 13) sont ceux qui font I’objet de plus

d’interprétations divergentes au niveau du sous-alignement selon les méthodes utilisées.

On retrouve ces caractéristiques dans 1’alignement de J. Mestres (cf. Figure 5-8). Dans ce dernier
sont indiquées les régions a forte valeur de RMSD (séquence écrite en minuscule) et les régions a
faible valeur de RMSD (séquence écrite en majuscule) qui correpondent donc a des régions
structuralement conservées, comparables aux blocs identifiés sous GOK. Ainsi, la région
correspondant au bloc CSB1* (hélice A) ne peut pas étre assimilée a un bloc (RMSD > 3A). En
revanche, la région correspondant au bloc CSB1** est trouvée pour un RMSD de moins de 3A dans le
jeu de structures de J. Mestres, et peut donc étre assimilée a un bloc, relativement court. La région
comprenant les CSB2A (boucle B-C) n’est pas identifiable dans son alignement. Il en est de méme
pour les CSB correspondant aux hélices F, G et H ainsi que les régions C-terminales. On voit donc que
les blocs qui posaient des problémes de désaccord entre les différentes méthodes, ne sont pas
assimilables a des blocs dans cet alignement. A noter que I’hélice H aussi n’est pas conservée dans cet
alignement, comme dans le cas de GAKUSA, tandis que les autres méthodes parviennent a identifier
cette hélice comme un bloc dont les sous-alignements sont assez en accord entre les différentes

méthodes.

Encore une fois, les mémes régions, sources de désaccord, posent probléme : aucune des
méthodes utilisées n’a donné le méme sous-alignement pour ces régions. Pourtant, les éléments
structuraux dans ces régions semblent conservés, puisque toutes les méthodes (méme celle de
J. Mestres) proposent un sous-alignement dépourvu de gap dans ces zones. Il est délicat ici de
déterminer le meilleur alignement, dans la mesure ou les alignements dépendent d’algorithmes

différents.
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En conclusion, mis a part GAKUSA, les logiciels d’alignement structuraux (présenté au Tableau
5.5) permettent d’identifier les mémes CSBs que GOK, quel que soit le descriptif utilis¢é pour
I’alignement de séquences. Avec environ 10 ans d’antériorit¢, GOK montre qu’il n’est pas contredit :
la notion de CSBs (du moins chez les P450s) est donc maintenue et valide quelle que soit la méthode
sollicitée. Ainsi, les logiciels disponibles aujourd’hui en ligne pourraient servir de méthodes
alternatives a GOK dans la détection de CSBs, notamment pour valider un sous-alignement d’un CSB
(dans le cas bien sir ou les blocs proposés sont en accord entre les méthodes, ce qui n’est pas le cas

pour certaines régions des P450s).

5.3 Caliseq et les autres méthodes d’alignement

5.3.1 Obtention des alignements par Caliseq : rappel

Une fois les blocs structuraux définis, Caliseq réalise le positionnement des sous-alignements de
ces blocs sur une séquence cible ou son pré-alignement avec des séquences homologues a fort taux
d’identité. II est d’ailleurs préférable d’utiliser un pré-alignement de séquences a une séquence cible
unique” : en effet, méme si les séquences de ce pré-alignement sont trés semblables, une variabilité
des résidus alignés a certaines positions peut exister. Cette variabilité est importante pour
I’enrichissement des profils dans le programme Caliseq. Ainsi, Caliseq ne conduit pas toujours a un
méme positionnement des blocs selon qu’ils ont été alignés sur une séquence cible unique ou sur un
pré-alignement de séquences. Il est d’ailleurs intéressant de constater que les blocs dont le
positionnement différe selon I’utilisation d’une séquence cible unique ou d’un pré-alignement,
correspondent a certains blocs précédemment cités qui étaient source de désaccord entre les différentes

méthodes d’alignement structural. Cette remarque souligne le caractére « flottant » de ces blocs.

L’étape de positionnement des blocs n’est en réalité qu’une étape préalable a 1’obtention d’un
alignement multiple final, qui servira de point de départ pour la reconstruction du mod¢le. En effet, le
positionnement des blocs sur la séquence cible n’est qu’un alignement partiel : toute la partie inter-
bloc doit étre complétée par la suite, et ce, sans information spécifique. Selon I’importance que
I’utilisateur portera sur ces régions inter-blocs, cette manipulation peut s’avérer délicate. D’ailleurs,

c¢’est la principale contrainte de la modélisation par blocs.

'3 Sauf lors de la recherche de P450s dans les banques de séquences ot les blocs sont positionnés sur une seule
séquence, permettant ainsi de déterminer (selon le score d’alignement) si elle est reconnue ou non comme un
P450. Voir la section 4.2.3.
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5.3.2 Les différentes méthodes d’alignements pour |  a reconstruction 3D

5.3.2.1 Nomenclature

En vue de valider les alignements produits par Caliseq, on se propose de les évaluer par rapport a
des alignements produits par d’autres logiciels académiques, pouvant servir eux aussi a la
reconstruction de modeles de CYP. Pour des raisons de commodité d’explication, il convient d’établir
une nomenclature pour tous les jeux de templates, qui sera utilisée jusqu’a la fin de ce chapitre.
Chaque jeu différe par la méthode d’alignement utilisée, méthodes qui seront présentés dans la section

suivante. La nomenclature est présentée dans le Tableau 5.7.

Tableau 5.7 Nomenclature pour désigner les jeux de templates utilisés pour construire les modéles. Pour certains logiciels (Matras ou
HHpred) il n’a pas été possible de reprendre exactement les templates de référence de la thése (A,B,C ou D) : un sous ensemble a été alors
utilisé ou méme un nouveau jeu (jeu G pour HHpred)

Jeu Correspondance Méthode Structures (ref)
d’alignement

6 Templates de N. Loiseau GOK (3D) / Clustalw (1D)  P450cryr, P450gm3, P450cam, P450n0r, P450ter,, CYP 2C5
B 4 Templates de M. Cottevieille GOK (3D) / Clustalw (1D) P450¢,r, P450gu3, CYP 51, CYP 2C5
C 6 Templates TA. NGUYEN GOK (3D) / Clustalw (1D)  P450eyr, P450su3, CYP 154C1, CYP 2C5, CYP 2C8, CYP 2C9
Cc’ 6 Templates TA. NGUYEN Matras (3D) Jeu C
D 11 Templates communs de A,B et C GOK (3D) Jeu commun de AOBOC
D’ 9 Templates (sous ensemble du jeu D)  Matras (3D) Jeu D - {CYP 2C8}
E 28 Templates représentatifs des P450s  GAKUSA (3D) P450¢ryr, P450gu3, P450cam, P450nor, P450terp, P4500xyc,

P450,p0k, P4504;, P450pcc, CYP 51, CYP 119, CYP 121,

CYP 152A1, CYP 154A1, CYP 154C1, CYP 158A2, CYP 175A1,
CYP 199A2, CYP 2A6, CYP 2B4, CYP 2C5, CYP 2C8, CYP 2C9,
CYP 2D6, CYP 3A4, CYP 8A1, CYP 2R1, CYP 1A2

F 4 Templates (sous ensemble du jeu C) HHpred (HMM) Jeu C - {CYP 2C5, CYP 2C8}
G 3 Templates (sous ensemble du jeu B)  Hhpred (HMM) Jeu B - {CYP 2C5}
H 10 Templates (variante de FOG) Hhpred (HMM) CYP 2B4, CYP 2C9, CYP 51, CYP 154C1, CYP 154 A1,

CYP 175A1, P450gs, P450gu3, P450crr, P450:erp

Note 1 :  Lejeu D’ correspond au 11 templates du jeu D privé de la structure du 1pg2 (CYP 2C8) et 1dt6 (CYP 2C5) en raison
de la limitation des templates utilisables par le serveur pour produire I’alignement. Un 10°™ template peut étre utilisé
pour permettre ’alignement sur la séquence cible (le template pouvant étre soit la structure d’une séquence proche
de la séquence cible, soit le structure de la séquence cible, lorsqu’elle est disponible)

Note2:  Le jeu E est différent de celui présenté au Tableau 3.2, page 141. La structure du P4500yyp a été retirée car elle
comportait trop de régions non résolues.
Note 3: Lejeu H est une variante du jeu commun F et G. Il correspond a I’union des templates de F et G et comprend

également 6 autres structures proposées par HHpred. Ce jeu H offrait la possibilité d’avoir les alignements avec tous
les templates de I’époque (2005). 11 s’agit du cas ou le CYP 3A4 a été soumis en requéte.

5.3.2.2 Présentation des méthodes

Nombreuses sont les méthodes qui proposent un alignement de séquences permettant la
reconstruction d’un modéle, comme il a été vu dans le chapitre 2 au paragraphe 2.4. Une comparaison
exhaustive de ces méthodes n’est pas 1’objet de cette thése. Nous avons choisi les plus représentatives

du moment pour pouvoir évaluer 1’alignement obtenu a la suite du positionnement des blocs par
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Caliseq, en le comparant a ceux obtenus avec les autres méthodes. Parmi celles que nous avons
retenues, il y a les méthodes simples d’alignement de séquences comme Clustalw, des méthodes plus
complexes basées sur les HMM comme HHpred, et des méthodes d’alignements basées sur
I’information structurale, comme Matras. Pour tous les logiciels d’alignement, les femplates de nos
jeux de blocs ont été utilisés a chaque fois que cela était possible pour comparer I’alignement par
Caliseq aux alignements effectués par les autres méthodes. Pour certains logiciels en revanche
(HHpred ou Matras), il n’a pas été possible d’utiliser la totalité des femplates d’un jeu donné (jeu D’,F,
ou G) : a la place, un sous ensemble a été utilisé (respectivement, D, C, ou B), et parfois méme un jeu

original a été créé (jeu G).

Le logiciel Clustalw (cf. section 2.4.2.2 sur les méthodes heuristique, a la page 92), réalise un
alignement basé exclusivement sur les informations de séquences primaires des templates. Sa grande
simplicité et son accessibilité se réveélent suffisants et adaptés pour des analyses d’évolution et de

construction d’arbres phylogénétiques.

Matras (section 2.4.3.3) correspond a une méthode d’alignement structural (a descriptif SSE) qui
fournit en résultat un alignement de séquences. L’inconvénient lors de I’utilisation de Matras est d’une
part sa limitation du nombre de structures templates utilisables pour I’alignement (10 templates au
maximum), et d’autre part 1I’impossibilité d’incorporer dans 1’alignement la séquence cible du P450 a
reconstruire lorsque sa structure est inconnue. En effet, Matras utilise les structures disponibles dans la
PDB pour réaliser 1’alignement structural, il est donc normal que la structure a modéliser n’en fasse
pas partie. Pour contourner cette contrainte, nous avons exploité 1’alignement de Matras de deux
manigéres : 1) lorsque la structure de la séquence cible (ou la structure d’une séquence vraiment proche,
a plus de 70% d’identité) était disponible, cette derniére était incorporée aux jeux C’ ou D’, au niveau
du 10°™ template autorisé par le serveur' et ii) lorsqu’aucune structure pouvant aider ’alignement sur
la séquence cible n’était disponible, des blocs (les MCSBs) ont été prélevés de I’alignement structural
de Matras des 9 templates et soumis a Caliseq. Cette deuxiéme maniére « hybride » permet non
seulement de contourner le probléme de réalignement sur la séquence cible de ’alignement structural
Matras, mais présente aussi I’avantage par rapport aux blocs provenant de GOK, d’avoir tout de suite a

disposition les alignements inter-blocs entre les templates.

" Dans ce premier cas d’utilisation de Matras, 1’alignement produit par Matras sur la séquence cible est
largement favorisé, puisque que la structure de cette derniére a €té alignée structuralement avec les autres
templates
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Le serveur HHpred (http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/hhpred ) (Soding et al., 2005) permet

d’obtenir un alignement de séquences a la suite de la soumission de la séquence cible. La méthode
d’alignement utilisée par ce seveur repose sur les HHMs. Dans cette méthode, les premieres étapes
correspondent a celles d’un PSI-BLAST ou les SSEs, annotés par PSIPRED a la derniére itération sont
pris en compte pour la construction d’un profil HMM. Ce profil HMM est alors confronté a ceux pré-
calculés d’une base, contenant également des informations de SSE soit prédites par PSIPRED soit
déterminées par DSSP, et permet d’identifier les séquences qui sont les plus proches de la séquence
cible requéte. Apres sélection des structures de références, 1’alignement peut étre proposé sous forme
de fichier d’entrée au programme Modeller. Il est a noter que les templates utilisés pour la recherche
de blocs structuraux sous GOK, ne sont pas forcément les premiers a sortir lors de la recherche par
HHpred : elle n’est basée que sur la similarité de la séquence, contrairement a nos femplates, choisis
en fonction des ligands communs reconnus, et de la forme du site actif. Dans certains cas, nos
templates n’apparaissent pas dans les structures proposées par HHpred (la recherche a été effectuée sur
la PDB70, construite sur des structures partageant au moins 70% d’identité en séquence). Il a donc
fallu dans ces cas soit choisir une structure du méme CYP mais sous un nom pdb différent (par
exemple pour le CYP 2C9, utiliser le 1ro9 a la place du log5, la seule différence résidant dans le
substrat co-cristallisé¢), soit avoir a se passer des templates non trouvés par HHpred. Ainsi, les jeux F
et G sont dérivés des jeux B et C respectivement (a un ou deux templates pres, cf. Tableau 5.7) pour
rester au plus prés des conditions expérimentales de GOK. Il est d’ailleurs surprenant qu’HHpred ne
propose pas la structure du CYP 2C5 ni celle du CYP 2C8 pourtant proches de celle du CYP 2C9
quelles que soient les requétes. Le jeu H, lui, est proposé par HHpred en réponse a une requéte de
CYP 3A4 et englobe non seulement les structures des jeux F et G, mais également un certain nombre
de nouvelles structures d’origine bactérienne qui n’étaient pas disponibles lorsque nous avons travaillé
avec les jeux 4, B et C. Parmi les 10 structures du jeu H, 6 sont communes avec le jeu D : il s’agit des
CYP 2C9, CYP 154C1, CYP 51, P450gm3, P450,, et P450. . Ces templates identifiés comme
proches de la séquence du CYP 3A4 confirme le choix des templates utilisés dans les jeux 4, B, C et
par conséquent D. Outre ’absence des structures du CYP 2C5 et CYP 2C8, les P450.,, et P450,,, ne
sont pas non plus proposés par HHpred. Ces derniéres structures (P450.., et P450,,,) existaient dans le
jeu historique A. Ces structures pourraient donc, si on en croit HHpred, étre une source de divergence
pour tous les alignements qui les comportent. Une derniére remarque concerne la structure du CYP
2B4 : il s’agit de la forme ouverte 1po5, qui avait été exclue du jeu C lors de la recherche sur GOK,
car trop divergente. Elle se retrouve pourtant dans le jeu H proposé par HHpred. La présence de cette
structure ne devrait-clle pas compromettre la reconstruction du CYP 3A4, en dépit d’un bon

alignement multiple ?
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5.3.3 Comparaison des différents alignements

Evaluer une méthode d’alignement et déterminer si elle est meilleure qu’une autre n’est pas une
tache aisée. Il faut pour cela disposer d’un critére fiable, permettant la comparaison des alignements
entre eux. On peut considérer qu’une fois les structures connues, le bon alignement correspond a celui
qui relie au mieux la séquence a la structure quand celle-ci est connue. Ce critére doit étre néanmoins
utilis€ avec précaution : il a été vu précédemment que les logiciels d’alignement structuraux ne
fournissent pas toujours des résultats d’alignement en accord. Un moyen d’évaluer et de comparer les
méthodes de reconstruction consiste donc a reconstruire des modéles d’une structure connue qui
servira de référence pour la comparaison avec les modeéles générés. Cette évaluation est donc
postérieure a la reconstruction. Comme cette évaluation fait 1’objet d’une section ultérieure, la
comparaison des alignements dans cette section sera purement descriptive. Les alignements sont
sensibles a plusieurs paramétres : 1’algorithme de la méthode et le choix des femplates utilisés pour
I’alignement. Ainsi, un alignement différent peut étre obtenu en ne retirant qu’une seule séquence du
jeu de templates a aligner sur la séquence cible. Différentes séquences cibles a reconstruire ont été
utilisées pour la comparaison : CYP 3A4, CYP 2C9, CYP 119, P450.., et CYP 1A2 (toutes sont
présentes dans la PDB). Ce sont les alignements sur la structure la plus emblématique de la

superfamille, le CYP 3A4 qui seront comparés dans cette section.

5.3.3.1 Caliseq : comparaison des alignements issus des différents jeux de templates

Examinons d’abord les alignements obtenus par Caliseq avec des jeux de templates différents.
Ces alignements dépendent fortement du positionnement des blocs sur la séquence cible. La premicre
comparaison a donc été effectuée sur les trois jeux de blocs A, B et C (cf. résultats des alignements a la
section 5.2.2.4). Cette comparaison est facilitée par le fait que chacun de ces jeux comporte au moins

deux templates en commun avec les autres jeux de blocs.

La Figure 5-3 de la page 192, présente un exemple de résultat de positionnement des trois jeux de
blocs par Caliseq sur la séquence cible CYP 3A4. Les sous-alignements, montrant déja des
divergences, ont résulté en un désaccord sur certaines positions de blocs sur la séquence cible, lequel
entraine un désaccord pour certaines régions inter-blocs. Les alignements séquentiels finaux différent
donc par suite d’un enchainement : au premier niveau, des décalages présents (selon le jeu choisi A, B
ou C) dans les sous-alignements lors de I’identification des blocs par GOK, entrainent au second
niveau des désaccords de positionnement de ces sous-alignements sur la séquence cible, eux-mémes se

répercutant sur 1’alignement inter-bloc.
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Pour les premiers jeux historiques de templates (A, B et C), Caliseq conduit a des alignements
légérement différents (en comparant les templates communs aux trois jeux avec la séquence cible). A
noter que pour les jeux 4 et B, il faut tronquer la séquence cible de 20 a 30 résidus en N-terminal
lorsque celle-ci est microsomale, afin d’améliorer le positionnement des blocs dans cette région. Les
régions conservées (au sens « d’absence de gap ») sont principalement observées au niveau des blocs.
Parmi elles, celles qui sont localisées au niveau des blocs « fiables » correspondent a des zones fixes,
retrouvées toujours aux mémes endroits de la séquence cible sur les alignements des trois jeux. Il
existe également des régions conservées qui sont décalées d’un alignement a 1’autre : ces régions
correspondent aux blocs « flous » sur lesquels aucune autre méthode d’alignement (ni Matras, ni
Clustalw) n’a été en mesure de trancher. Concernant les régions variables, elles sont généralement
localisées au niveau des zones inter-blocs. Différentes méthodes ont été essayées pour optimiser les
alignements a ces endroits (cf. section 3.3.3.2) sans pour autant donner de résultat satisfaisant : elles
ont été finalement alignées a la main, Clustalw n’étant pas en mesure de les réaliser sur des fragments

isolés et trop divergents.

Lorsque le jeu de blocs global (jeu D) a été congu, un alignement nouveau a ét€¢ observé par
rapport a ceux obtenus a partir des jeux 4, B et C. De maniére similaire, il existe des régions en accord
avec au moins deux des autres alignements. Comme toujours, ces régions « fixes » correspondent aux
blocs « fiables ». Concernant la partie inter-bloc, les différences sont moindres, mais cela résulte d’un
travail d’alignement manuel. Bien qu’étant nouveau, I’alignement a partir du jeu D est pourtant celui
qui présente le moins de différences avec chacun des trois autres alignements pris séparément, ce qui
est rassurant dans la mesure ou les blocs de ce jeu global de templates résultent d’un compromis avec

ceux des autres jeux.

Pour la méthode « hybride » (jeu C’ ou D’) ou les blocs ont été prélevés dans 1’alignement
structural fourni par Matras, il existe déja une différence dans les sous-alignements des blocs par
rapport a ceux identifiés par GOK (jeu C et D), qui se répercute ensuite sur tout 1’alignement. Au final,
on n’obtient pas un méme alignement que ceux produits a partir des jeux C et D. Néanmoins des
régions fixes de I’alignement sont toujours observables, localisées aux mémes endroits de la séquence
cible que celles des alignements précédemment évoqués. Comme toujours, elles correspondent a des

régions a haute conservation structurale (bloc « fiable »).

L’alignement des 28 templates (jeu E) sur la séquence cible du CYP3 A4 n’a pas été effectué car

la structure du CYP 3A4 figure parmi ces 27 templates. En revanche, le positionnement des blocs a été
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réalisé, et semble correct: dans les sous-alignements des blocs, les « morceaux » de séquence
correspondant a la structure du 1tqn (CYP 3A4) s’aligne parfaitement avec la séquence cible du CYP
3A4. Ce méme constat de positionnement a été observé lorsque j’ai aligné sur une séquence cible de
P450 bactérienne, le CYP 119, dont le template correspondant est le 1io7 et également sur une autre

séquence cible de P450 microsomal, le CYP 1A2, dont le template est le 2hi4.

Pour les jeux de templates A a E alignés par Caliseq, on retiendra que des régions conservées
fixes par rapport a la séquence cible sont observées sur tous les alignements, quel que soit le jeu utilisé
(sauf le jeu E qui n’a pas été testé et qui comporte de surcroit des blocs plus longs). Ces régions

correspondent systématiquement aux blocs « fiables », déja discutés.

5.3.3.2  Alignements obtenus par HHpred

Le serveur HHpred offre I’avantage de proposer un alignement de séquences comprenant la
séquence requéte. Cette séquence requéte correspond a la séquence cible dont le modele 3D est a
reconstruire. En revanche, les alignements obtenus par ce serveur présentent beaucoup de différences,
ne serait-ce qu’entre eux, avec des jeux de templates différents (jeux F, G et H, cf. Tableau 5.7 page
206). Les alignements par HHpred sont étonnamment « aérés », résultant d’un nombre important
d’insertions de gaps au niveau des régions variables. Les mémes régions conservées fixes sont
trouvées dans les alignements produits par HHpred. Elles sont en revanche de taille plus courte.
Comme toujours, les régions de 1’alignement correspondant aux SSEs de la boucle B-C, dans les
régions des hélices F et H et dans le feuillet en C-terminal correspondent a des régions mal alignées.
En revanche, la partie correspondante a 1’hélice G ne pose pas de probléme dans 1’alignement, sans
aucun gap sur toutes les séquences de I’alignement (aussi bien sur I’alignement des jeux F et H
montrés en annexe que sur celui du le jeu G). L’apport des structures bactériennes dans le jeu H
n’apportent rien a 1’alignement d’HHpred : ¢’est comme si les alignements des jeux F et G n’étaient
que des sous-alignements de celui du jeu H. C’est peut étre ainsi d’ailleurs que les alignements sont

obtenus : un alignement global est réalisé, donnant une multitude de sous alignements.

En changeant la séquence cible en requéte, d’autres séquences templates sont proposées,
conduisant alors a un alignement inévitablement différent. Au final, il n’est pas réellement évident
d’effectuer des comparaisons d’alignement avec le logiciel HHpred, dans la mesure ou les templates
utilisés changent tout le temps en fonction de la séquence requéte (le logiciel cherche les femplates
d’identité la plus proche de la séquence cible). Ces autres alignements réalisés a partir d’une séquence

cible différente (CYP 119, CYP 2C9, P450.,, ou CYP 1A2) semblent néanmoins présenter des régions
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conservées fixes (par rapport aux jeux F, H et G), qui sont placées aux mémes endroits selon la

séquence requéte demandeée.

On retiendra donc pour les alignements d’HHpred que les régions conservées fixes sont les
mémes que celles précédemment repérées sur les alignements par Caliseq a partir des jeux 4, B, C, D,
C’ et D’. En changeant de séquence cible, les régions conservées « fixes » ne sont pas trop perturbées.
Par extrapolation, il est possible de penser que ces régions conservées fixes sont localisées sur tous les
P450s aux mémes endroits. Comme ces régions conservées fixes coincident avec les positionnements

des blocs « fiables », nous avons la un nouvel argument en faveur de ’utilisation des CSBs.

5.3.3.3 Alignements obtenus par Clustalw

L’alignement par Clustalw ne dépend que de la séquence primaire, aussi subit-il d’énormes
modifications selon les templates utilisés. Les alignements par Clustalw furent historiquement les
premiers testés pour comparer a ceux obtenus soit par SmartConsAlign, soit par Caliseq. Dans le cas
des jeux A4, B ou C, un faible nombre de femplates était proposé a Clustalw pour 1’alignement, dont
I’identité en séquence était extrémement basse pour envisager une reconstruction par homologie : nous
n’avions pas réellement de choix sur ces templates, car il s’agissait des seules structures alors
disponibles dans la PDB. En raison des divergences en séquence des femplates, les alignements
présentaient alors de nombreux mésappariements et de désaccords entre les alignements des jeux 4, B
et C. En effet, contrairement aux autres méthodes, Clustalw semble préférer les mésappariements a
I’introduction de gaps, méme en diminuant le poids alloué aux ouvertures et aux extensions de gap
dans le programme. En revanche, en combinant certains paramétres de poids et en utilisant la matrice
de similarit¢t BLOSUM30 (pour les séquences a moins de 30% d’identité), des alignements plus
proches de ceux obtenus par Caliseq sont observés, avec la présence de régions conservées plus
courtes. Comme pour Caliseq, cet alignement est trés variable en N-terminal et C-terminal.
L’alignement peut étre amélioré en supprimant les quelques premiers résidus ' N-terminaux,
conduisant a une diminution des mésappariements en N-terminal lorsque peu de structures templates
sont disponibles pour I’alignement (et surtout lorsqu’elles sont majoritairement d’origine bactérienne).
Comme toujours, on note la présence de régions conservées (dépourvues de gap) au niveau central,
lorsque les bons parametres ont été ajustés pour I’alignement, mieux positionnées par rapport a ceux

situés aux extrémités, et en accord avec celles observées dans les alignements des autres méthodes. Il

15 Cette manipulation pour améliorer I’alignement n’a été possible qu’une fois en possession des structures de la
séquence cible : I’alignement structural fournissait alors des informations sur 1’alignement en N-terminale. Sans
ce dernier, dans le cas d’un cytochrome P450 inconnu, il n’est pas aisé de décider si les premiers résidus doivent
étre supprimés ou non (tout dépend du nombre de templates d’origine microsomale dans les jeux d’alignement).



Caliseq et les autres méthodes d’alignement 213

semblerait donc, en dépit d’une certaine variabilité, que les régions centrales, correspondant a I’hélice
I et J, soient aussi bien conservées structuralement que séquentiellement, comme il a été remarqué sur

les alignements des autres méthodes mais également celui fourni par Clustalw.

Avec les templates du jeu global (jeu D), Clustalw produit des alignements proches de ceux des
autres méthodes (aussi bien Caliseq, que des logiciels d’alignement structural) sans avoir a ajuster les
paramétres de Clustalw. L’alignement par Clustalw des 11 templates du jeu D sur la séquence cible est
nettement plus en accord avec ceux des autres méthodes que ne le sont les alignements des 4 ou 6
templates des jeux A, ou B et C respectivement. Il existe toujours des désaccords dans les
appariements en N- et C-terminal et dans certaines régions correspondant aux SSE des hélices B’, F et

G.

Enfin, avec un jeu de tous les templates disponibles de P450s (jeu E), un alignement
étonnamment « propre » est observable, en accord avec les alignements structuraux et permettant de
bien séparer les séquences de templates d’origine bactérienne des séquences de templates d’origine
microsomale. Cet alignement (jeu E) est légérement différent de ceux qu’on pourrait obtenir par
Caliseq, mais plus en accord avec ceux des autres méthodes comme Matras ou HHpred par exemple.
Un tel résultat est assez choquant, et remet en question le travail d’alignement par Caliseq : a quoi bon
développer une méthode aussi complexe lorsqu’un simple alignement par Clustalw fournit un
alignement plus proche de ceux obtenus par des logiciels d’alignement structuraux ? Une hypothése a
été formulée : la qualité de cet alignement fourni par Clustalw résulte en fait du nombre important de
templates utilisés (actuellement disponibles dans la PDB). Ce nombre a augmenté rapidement ces cinq
dernic¢res années (cf. Figure 1-14, page 39). L’alignement Clustalw remet en question I’intérét de

I’outil spécifique pour 1’alignement a bas taux d’identité.

Afin de confirmer cette hypothése, la manipulation suivante a été opérée : plusieurs alignements
ont été réalisés itérativement sous Clustalw (dans son fonctionnement par défaut), avec le jeu de 28
templates, ou des séquences sont chaque fois retirées de fagon aléatoire. Aprés quelques itérations, le
nombre de séquences retirées est augmenté, et le processus d’alignement itératif, relancé. J’ai procédé
ainsi jusqu’a observation d’un changement radical dans 1’alignement. L’idée de cette manipulation est
de connaitre le nombre minimal de séquences nécessaire pour 1’obtention d’un alignement de
séquences proche de I’alignement structural. Comme je 1’ai fait remarquer précédemment, pour
chaque suppression de séquences de templates, un léger changement dans 1’alignement est observé.

Celui-ci est d’ailleurs plus important lorsque la séquence retirée correspond a certaines structures de
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P450 d’origine bactérienne. Il semblerait selon cette observation que c’est la présence de structures
issues de mammifére qui imposeraient une certaine pression sur 1’alignement. Néanmoins, au fur et a
mesure que des femplates sont retirés, il est possible d’observer 1’évolution des alignements par
Clustalw. Il fut tres difficile de délimiter un seuil minimal, sachant que la comparaison d’alignement
est relativement difficile : a quel moment dit-on qu’un alignement est différent du précédent ? J’ai d
faire le choix de considérer que 1’alignement devenait réellement différent lorsque les régions censées
conservées n’étaient plus homogénes avec celles observées sur les alignements structuraux. Selon ce
critére, les alignements des P450s ne semblent pas fiables a moins de huit femplates. C’est d’ailleurs
pour cette raison qu’avec le jeu global (jeu D) aucun paramétrage de Clustalw n’a été nécessaire pour

proposer un alignement relativement proche de ceux des autres méthodes.

5.3.3.4  Alignements obtenus par Matras

Pour Matras, deux approches ont été testées. Pour la premiére approche, I’alignement structural
comporte non seulement les femplates, mais aussi la structure de la s€quence cible a reconstruire. En
procédant ainsi, il semble évident que I’alignement obtenu est largement favorisé par rapport aux
autres méthodes dans la mesure ou Matras utilise 1’information structurale. Dans 1’alignement proposé
par Matras sur la structure 1tqn du CYP 3A4, environ 80% de 1’alignement correspondent a des
régions conservées, a savoir des régions dépourvues de gap. En revanche, dans les régions variables
(en N-terminal principalement) un nombre important de gaps est observé dans 1’alignement. A noter
que la suppression ou le remplacement d’un template par un autre n’entrainent qu’une légére
modification, principalement sur la taille des régions conservées : ainsi, contrairement aux alignements
séquentiels, les alignements structuraux semblent mieux préservés (du moins avec cette méthode pour
la famille des P450s) reflétant la caractéristique de repliement commun de cet enzyme. Les différences
entre les alignements obtenus de cette premiére approche par Matras et ceux par Caliseq sont les

mémes que ceux déja décrits pour la différence entre les blocs (cf. section 5.2.5.2).

La premiére méthode n’est pas applicable lorsque la séquence a modéliser est de structure
inconnue. Lorsqu’aucun template n’est proche en identit¢ de la séquence a modéliser, il s’avere
difficile d’exploiter 1’alignement des templates obtenus par Matras. C’est ainsi que j’ai eu ’idée
d’utiliser les régions conservées dans I’alignement de Matras comme des blocs, que j’ai positionnés
sur la séquence cible a 1’aide de Caliseq. 1l s’agit donc d’une méthode « hybride » utilisant
I’information structurale fournie par Matras et 1’alignement par profils réalisé par Caliseq. Une
expérience intéressante a consisté justement a comparer l’alignement obtenu par la méthode

« hybride » avec celui obtenu uniquement par Matras, lorsque la structure de la séquence cible est
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disponible (pour le cas du CYP 3A4 par exemple, j’ai pris la structure d’1tqn). Pour cela, aprés avoir
aligné les structures templates (jeu D’) avec la structure du CYP 3A4 (ltgn), les «blocs
d’alignement » des régions conservées ont été récupérés pour étre positionnés par Caliseq, en
supprimant préalablement les séquences du 1tqn de tous les sous-alignements. Les différences de

positionnements des « MCSB » par les deux logiciels sont montrées en Figure 5-9.

Les différences de positionnements des MCSBs ne sont pas nombreuses. En considérant que
Matras fourni un alignement structural fiable, sur les 18 MCSBs Caliseq ne s’est trompé que sur 4 :
deux d’entres eux sont en C-terminal et ne correspondent pas a des décalages significatifs, en revanche,
les deux autres (MCSB2A* et MCSB4) ne sont pas du tout bien positionnés. A noter que les blocs en
N-terminal n’ont pas été identifiés par 1’alignement de Matras comme régions conservées. Du fait des
décalages sur le positionnement de ces blocs initiaux, il y a donc également quelques décalages dans
I’alignement global, principalement aux niveaux des régions inter-blocs. Enfin, comme les MCSBs ne
correspondent pas tout a fait aux CSBs identifiés par GOK, au niveau des sous-alignements,

I’alignement par la méthode « hybride » différe 1égérement de ceux obtenus par Caliseq avec le jeu D.

CYP3A4(c) 1 MALIPDLAME TWLLLAVSLV LLYLYGTHSH GL  FKKLGIPG PTPLPFLGNI LSYHKGHOVIIBIWIRHKKY & VWGF DGz 80
CYP3A4(m) 1 MALIPDLAME TWLLLAVSLV LLYLYGTHSH GL  FKKLGIPG PTPLPFLGNI LSYHKGHYIRIYSHKKY® VWGF'DG(]§ 80
MCSB1* MCSB1* *

CYP3A4(c) 81 U NRInEIVINGRY| VKECYS VETNRRPFGP \GFMKSAIS| AEDEREEESINESIRNIGS G KLKEMVPIIA QYGDVLVRNL 160
CYP3A4(m) 81 RV IR VKECYS VFTNRRPFGP VGFNBAISI AEDEE [N ESINESIIRSGKILKEMVPIIA QYGDVLVRNL 160
MCSB1 MCSB2A* MCSB2A MCSB2B

CYP3A4(c) 161 RREAETG [SRVAIRNSVVFGAYS MDVITYSIZERAYNIDSLNNPQ DPFVENTKKL LRFDFIDPFEE LSIT VFPFLI PILEVLNICV 240
CYP3A4(m) 161 RREAETG [SRVAIIR®VFGAYS MDVITYEIZERUNIDSLNNPQ DPFVENTHKKL LRFDFLDPFF LSITVFPFLI PILEVLNICV 240
MCSB3A  MCSB3B MCSB3C MCSB4

CYP3A4(c) 241 FPREV INEERESIVNVINSAENSTOKHRYD FLOQLMIDSQNSKETESHKARSIBIRIRVNOS RIS TN NESISIVIESIZ VA4S 320
CYP3A4(m) 241 FPREV IINERRSIIGIINSSIRIESTOKHRYD FLOLMIDSQNSKETESHKARSIBRARVNOSI NS TN NSRS IV 320
MCSB5 MCSB6 MCSB7

CYP3A4(c) 321 [WANsIgmVielel@Ne]=DAVLP NKAPPTYDTV LOQMEYLDMVV NETLRLFPIA MRIERWVSGORYSINGMFIPK GWVVMIPSYA400
CYP3A4(m) 321 [mNIzIxmVielelqNe]=IDAVLP NKAPPTYDTV LOMEYLDMVV NETLRLFPIA MRIERVSGORYINCMFIPK GWVVMIPSYA400
MCSB8 MCSB9 MCSB10

CYP3A4(c) 401 LHRDPKYWSIISNGRYSNES KKNKDNIDPY | YTPEGSGPR NCIGMRFALM NMKLALIRVL ONENYOR T QIPLKLSLG 480
CYP3A4(m) 401 LHRDPKYW=RZSNERYSNTS KKNKDNIDPY | YTPEGSGPR NCIGMRFALM NMKLALIRVL ON(ZSH®X TQI PLKLSLG 480
MCSB11 MCSB12 MCSB13A MCSB13B

CYP3A4(c) 481 G SEKPVV LKVESRDGTV SGA 503
CYP3A4(m) 481 GL tKPVV LKVESRDGTV SGA 503
MCSB13C MCSB13

Figure 5-9 Positionnement des MCSBs sur la séquence du CYP 3A4 par Caliseq (c) et par Matras (m). Dans
cet alignement, quatre blocs sont en désaccord, dont deux importants : MCSB2A* et MCSB4 correspondant aux
SSE B’ et F respectivement.
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5.3.4 Bilan de la comparaison

Comparer les alignements provenant de différentes méthodes a été assez délicat, surtout pour
juger de la fiabilité relative de chaque alignement, étant donné qu’ils sont tous différents. 4 priori, les
alignements structuraux sont censés étre les plus « fiables » selon les concepts de la biologie
structurale. Néanmoins, comme il a été vu précédemment, les alignements structuraux — qu’ils soient
multiples ou « pairwise » — dépendent énormément de la méthode utilisée ainsi que des parameétres
choisis par I’utilisateur. Ainsi, aucune des méthodes utilisées n’a donné exactement le méme
alignement. De ce fait, il est difficile de savoir réellement la place occupée par Caliseq parmi les
autres méthodes a la seule vue de I’alignement. Seule la reconstruction d’un modeéle peut aider a

déterminer si Caliseq produit des alignements de qualité.

En revanche, pour chaque méthode, des régions conservées fixes et des régions variables sont
observées dans les alignements, quelle que soit la nature de la méthode, aussi bien séquentielle que
structurale. Il existe également des régions que j’appellerai « semi-conservées », a savoir celles ne
présentant aucun gap dans 1’alignement, mais jamais positionnées & un méme endroit selon les
alignements (généralement un décalage de quelques résidus): elles correspondent aux SSE des
boucles B’, F, G et la boucle B-C et le feuillet en C-terminale. Dans tous les alignements, ces trois
types de régions sont observés, quelle que soit la nature de la méthode. Elles semblent d’ailleurs
renseigner sur les propriétés structurales des P450s. En effet, les régions « semi-conservées », celles
qui ont posé probléme a la fois pour leur identification structurale et leur positionnement, se situent
dans des régions SRS identifiées par Gotoh en 1992 (cf. Figure 1-18 de la page 44) : SRS-1, SRS-2,
SRS-3 et SRS-6, correspondant respectivement aux hélices B’, F, G et au feuillet C-terminal. Sur la
structure des P450s, ces SSEs bordent la cavité du site actif'®. Dans la littérature, ces SSEs de P450 ont
été décrits comme super variables : ’hélice B’ par exemple, supposée flexible pour laisser passer les
substrats, a été¢ observée aussi bien structurée que déstructurée (Poulos et al., 1987). I n’est pas
surprenant que séquentiellement, des problémes de positionnement apparaissent dans ces régions. La
bonne nouvelle concerne les régions « vraiment » conservées dans tous les alignements qui reflétent
bien cette caractéristique de conservation de repliement sur toutes les structures de CYP. Celles-ci ont

bien été identifiées dans les alignements par Caliseq, Matras, et HHpred a un niveau moindre, et

'® En fait, ce n’est pas exactement le feuillet 3 qui borde le site actif, mais plutdt la structure en « beta hairpin ».
Il s’agit du coude plus ou moins long selon des P450s qui est formé par les deux brins (34 antiparalléles et relié a
la base par le feuillet 3
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difficilement sous Clustalw, sauf pour ce dernier en augmentant le nombre de séquences dans

I’alignement.

5.4 Construction de modeles de P450s, quelle méthod e adopter ?

5.4.1 Comparaison des modeles reconstruits a une st ructure connue :
CYP 3A4 (1tgn)

En dessous de 30% d’identité en séquence, la modélisation comparative n’est pas la méthode la
plus adaptée pour construire un modele (cf. Figure 2-19 de la page 113) et on lui préfére généralement
les méthodes d’enfilage ou « threading » (cf. section 2.5.2). Par certains aspects, la méthode de
reconstruction par blocs structuraux conservés est proche des concepts des méthodes d’enfilage, dans
la mesure ou un squelette protéique est créé a partir des blocs, et ou les parties inter-blocs sont
construites sans information a priori, et donc de fagon ab initio. Cependant, dans la méthodologie
développée au laboratoire pour reconstruire les P450s a faible identité en séquence, ce n’est pas une
banque de repliements qui est utilisée pour générer la structure du squelette peptidique mais des
structures de P450s homologues structuralement, qu’on impose comme templates. Le modele est
reconstruit alors a la maniére d’une modélisation par homologie. Il s’agirait donc d’une méthode
« hybride » entre ’enfilage et la modé¢lisation comparative, du moins pour le cas de protéines a
repliement extrémement conservé. Pour confirmer ces dires, 1’idée a consisté ici aussi & comparer
notre méthode a différentes méthodes existantes. A la maniére du concours CASP, les modéles des
séquences cibles sont évalués par rapport a la structure connue des séquences cibles utilisées. J’ai
choisi ici le critére de RMSD pour la comparaison entre les structures et les modéles. Plusieurs tests de
comparaison ont été effectués, a la fois sur des CYPs d’origine bactérienne (P450.,m, CYP 119) et sur
des CYPs d’origine microsomale (CYP 2C9, CYP 1A2, CYP 3A4). Les résultats étant relativement en
accord, je ne présenterai ici que les résultats de comparaison pour les meilleurs modeéles du CYP 3A4
(selon les critéres d’évaluation de Prosall, Anolea, ProQ, et de la fonction objective de Modeller), dont

les premicéres structures sont apparues au début de ma thése (cf. Tableau 5.8)
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Tableau 5.8 Comparaison des modéles de CYP 3A4, construits selon différentes méthodes. Le RMSD a été calculé par rapport au
squelette peptidique de la structure X (1tqn) par le logiciel Profit. Pour les modéles générés a partir de notre stratégie, un RMSD au niveau
des blocs a été également calculé. Le modéle par le serveur SwissModel n’a pas pu étre obtenu car son logiciel d’alignement n’était pas en
mesure d’aligner les structures imposées au programme. Modeller n’a pas pu construire le modele Clustalw avec le jeu C en raison
également d’un alignement trop mauvais. Pour le dernier cas, on a utilisé des blocs tirés de ’alignement structural de Matras. Pour HHpred,
un psi-blast est utilisé : il n’a pas toujours été possible d’utiliser tous les templates d’un jeu donné.

RMSD (A)
. . Nombre de Sur la base -
Année Modéle templates du jeu RMSD (A) zu niveau
es blocs
2002 Ancienne stratégie 6 A 5,83 4.95
2004 Clustalw 6 C échec -
2004 Nouvelle stratégie 6 C 5,06 4.09
2004 Nouvelle stratégie 6 c’ 6,76 6.04
2005 Clustalw 6 A 9,70 -
2005 Clustalw 4 B 7,59 -
2005 Nouvelle stratégie 4 B 3,53 3.28
2005 HHpred 4 F 5,14 -
2005 HHpred 3 G 5,53 -
2005 HHpred 10 H 5,04 -
2005 SwissModel 6 C échec -
2006 Nouvelle stratégie 11 D 4,19 3.83
2006 Clustalw 11 D 4,31 -
2007 Sybyl 2 - 7,30 -
2007 Sybyl 12 - 9,99 -
2007 Matras 10 D 3,33 -
2007 Nouvelle stratégie 10 D' 5,07 4.50

Ancienne stratégie :  CSBs + SmartConsAlign + Dyana/Xplor
Nouvelle stratégie : ~ CSBs + Caliseq + Modeller
ClustalW :  Clustalw + Modeller
HHPred: HHpred + Modeller
SwissModel :  Serveur
Matras :  Matras (avec ltqn.pdb en template) + Modeller
Sybyl:  Fugue/Orchestrar + Composer

Le Tableau 5.8 retrace I’historique des principaux modeles construits au cours de ma thése pour la
construction du CYP 3A4. La structure de ce cytochrome P450 ayant été publiée pendant ma premicre
année de thése, les expériences de modélisation avaient pour but unique de valider la méthode mise au
point au laboratoire. Plusieurs méthodes ont été utilisées pour le comparatif: 1’une d’elle est une
version améliorée des méthodes d’enfilage (Fugue/Orchestrar), une autre correspond a un serveur
automatique de reconstruction (SwissModel), mais la plupart des méthodes propose uniquement des
alignements, qui nécessitent 1’utilisation du logiciel Modeller pour la reconstruction 3D. Ces dernicres
sont celles présentés a la section précédente. Concernant la méthode Fugue/Orchestrar, il s’agit d’une
méthode trés proche de notre méthode dans sa fagon de construire les modéeles, puisque Fugue effectue
d’abord une recherche sur la base HOMSTRAD des structures qui serviront de femplates, en
comparant pour cela la séquence cible (ou un pré-alignement cible) a des profils structuraux de chaque
famille dans la banque de données. Orchestrar, une suite d’applications, prend ensuite le relais,
commence a déterminer les régions structuralement conservées entre les templates et la séquence cible

et construit le modéle (uniquement le squelette peptidique) en fonction de ces informations. Les
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boucles sont ensuite reconstruites a partir d’une banque de repliement et les chaines latérales sont
enfin ajoutées en accord avec une banque de rotameres. Cette méthode ressemble beaucoup a la

méthode de reconstruction utilisée au laboratoire par N. Loiseau et M. Cottevieille.

Les RMSDs ont été calculés en utilisant 1’algorithme de McLachlan (McLachlan, 1982) par le
logiciel Profit (Martin, A.C.R., http://www.bioinf.org.uk/software/profit/), sur les atomes du squelette

peptidique pour centrer la comparaison sur les repliements. Ainsi, pour le CYP 3A4, aucune méthode
n’a pu produire de modéle & moins de 3 A de la structure 1tqn utilisée. Il faut néanmoins garder en
mémoire que pour deux structures d’une méme isoforme, une différence de RMSD existe. Ainsi, rien
qu’en comparant la structure nue du CYP 3A4 (ltqn) avec une structure disposant d’un substrat
comme 1’érythromycine (2j0d) ou le ketaconazole (2vOm), des RMSD de 121 et 1,74 A
respectivement sont observés. Plus impressionnant encore, le RMSD entre la conformation fermée
(I1suo) et la conformation ouverte (1po5) du CYP 2B4 est trouvé a 5,53 A montrant 1’énorme
flexibilité de la molécule. De ce fait, une différence de 0,5 a 1 A pour les modéles n’est pas réellement

significative, et peut étre considérée comme un bruit de fond.

Ainsi, un modéle proche de 3 A de RMSD peut étre considéré comme un modéle relativement
correct. De tous les modeles produits, seuls ceux obtenus par Matras (avec utilisation de la séquence
d’1tqn pour guider I’alignement structural ce qui introduit le biais en faveur de Matras) et par la
nouvelle méthode de reconstruction (combinaison de GOK, Caliseq et Modeller) avec les templates de
M. Cottevieille (jeu B) s’en approchent le plus, avec respectivement des RMSDs de 3,33 A et 3,58 A.
Ce dernier constat est plutot surprenant dans la mesure ou le jeu B comporte peu de templates. Les
plus « mauvais » modeles ont été obtenus par Sybyl, selon la méthode Fugue/Orchestrar, avec des
RMSD de 7,30 A a 9,99 A. Les méthodes « hybrides » (C’ et D’) n’ont pas donné d’excellents
modéles non plus, avec 6,76 A et 5,07 A respectivement. A noter qu’une légére amélioration du

modgle est perceptible lors de 1’utilisation d’un nombre plus important de templates dans 1’alignement.

Aucun modéle de CYP 3A4 n’a été obtenu par le serveur SwissModel en raison des femplates
imposés au serveur (ceux du jeu C) : SwissModel n’était pas en mesure d’aligner les templates fournis.
Toutefois, ce résultat doit étre considéré avec précaution : il n’est désormais plus possible d’imposer
ses propres templates sur le serveur. Par ailleurs, il n’est plus possible d’utiliser ce programme a des
fins de comparaison avec notre méthode dans la mesure ou il imposera forcément la structure de la

séquence cible (1tgn dans le cas du CYP 3A4) dans son alignement.
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A I’image des modéles obtenus par Fugue/Orchestrar, les alignements de Clustalw conduisent a
de mauvais modeles lorsque peu de femplates sont utilisés (jeu B et C, avec respectivement 4 et 6
templates dans chaque jeu). Dans un cas notamment (lors de I’utilisation des templates du jeu C)
Modeller n’a pas réussi a produire de modele tant les distances entre les résidus des séquences de
I’alignement étaient importantes, et ce en raison d’un mauvais alignement. En revanche, avec un
nombre de templates plus important, une amélioration notable du modele est observée, a peu pres
équivalent (voire sensiblement meilleur) au modéle obtenu par 1’alignement effectué par Caliseq avec

le méme nombre de templates.

Justement, qu’en est-il des modéles produits par la méthode de reconstruction a bas taux d’identité
développée au laboratoire ? Le mod¢le obtenu par N. Loiseau avec I’ancienne méthode (Combinaison
de GOK, SmartConsAlign et Dyana/X-plor) a un RMSD plutot élevé (5,83 A) par rapport a la vraie
structure du CYP 3A4 lorsqu’il est calculé sur toute la longueur de ’enzyme, et descend a 4,95 A, soit
un gain de prés de 1 A lorsque le RMSD n’est calculé qu’au niveau des CSBs. Cette observation
souligne le fait que la reconstruction des régions inter-blocs posait déja un sérieux probléme et n’était
pas si bien résolue par le recuit simulé opéré par Xplor. Concernant les modéles obtenus par la
nouvelle méthode (combinaison GOK, Caliseq et Modeller), outre le modele produit a partir du jeu B,
les RMSDs semblent corrects, situés aux alentours de 4-5 A. Au niveau des blocs, un gain de 1 A

environ est aussi observeé.

Pour des jeux de templates plus réduits, HHpred donne également des mode¢les assez proches de

ceux obtenus par notre méthode, aux alentours de 5 A.

5.4.2 Choix de la méthode idéale ?

5.4.2.1 Discussion et évaluation

Pour toutes les méthodes, les RMSDs semblent fluctuer énormément en fonction des templates
utilisés : typiquement, les modéles du CYP 3A4 semblent moins bons que lorsque les femplates sont
dérivés du jeu C (jeux C et F) alors qu’ils ont tendance a s’améliorer lorsque des dérivés du jeu B sont
utilisés (jeux B et G) : cela est observé aussi bien sur la nouvelle méthode que sur Clustalw ou HHpred.
Ce constat va a I’encontre des idées que j’avais eues lors des choix de mon jeu de templates. En effet,
dans le jeu C, j’avais mis autant de structures issues de P450s bactériens que de structures issues de
P450s microsomaux. Je pensais alors que les structures de P450s microsomaux m’aideraient & me
rapprocher de la structure du CYP 3A4. Par ailleurs, méme si les résultats ne sont pas montrés dans ce

manuscrit, le jeu C est celui qui a donné les plus mauvais modéles avec les autres tests (P450.,,, CYP
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119, CYP 1A2) excepté le modele du CYP 2C9. Une explication probable est la présence en nombre
trop important de templates de la famille des 2C dans ce jeu, qui orienterait toutes les reconstructions
vers un modele proche des structures de CYP de la famille 2C. En revanche, cette information pourrait

étre diluée lorsque d’autres templates sont ajoutés au jeu, comme dans le cas du jeu global D.

Les alignements proposés par Clustalw et par Caliseq, desquels dépend la reconstruction du
mode¢le, sont d’ailleurs meilleurs avec un nombre de femplates plus important dans 1’alignement
(chose qui avait été déja démontré pour Clustalw) : un gain d’au moins 1 A est observé ainsi. En outre,
les imprécisions de reconstruction des régions inter-blocs semblent également s’amoindrir avec la
nouvelle méthode et lorsque le nombre de femplates est plus important. En dépit des problémes
rencontrés pour aligner les régions inter-blocs, il s’avére au final que Modeller est parvenu a
«corriger » les régions approximativement alignées en partie inter-bloc. Ainsi, toutes les méthodes
visant a optimiser I’alignement inter-bloc n’ont finalement pas été exploitées comme évoqué plus haut,
et les méthodes visant a optimiser structuralement les parties inter-blocs, comme la méthode de
minimisation par blocs développée par K. Zimmermann ou la reconstruction ab initio de boucles par
Modeller, non plus. Dans aucun cas, ces derniéres méthodes n’ont permis de diminuer le RMSD du

modele a la structure 1tqn du CYP 3A4.

11 est difficile d’expliquer en revanche le bon RMSD attribué¢ au modele issu de la nouvelle
méthode a partir du jeu B qui n’a nécessité qu’un alignement inter-bloc manuel. Est-ce en raison du
nombre de blocs plus important dans ce jeu, ou encore de la nature des templates utilisés dans ce jeu ?
Nous n’avons pour le moment pas d’explication a proposer (a noter que ce méme alignement produit

des mod¢les de qualité reproductible, avec une variation de quelques dixiémes d’ Angstrom).

Partant d’un bon concept, Fugue/Orchestrar n’a pu fournir de modéles réellement convaincants.
Le principal probléme est survenu lors du choix des templates proposés par Fugue : le logiciel
conseillait de ne prendre que deux structures (d’origine bactérienne qui plus est) pour pouvoir par la
suite identifier les régions structuralement conservés (nommé SCR dans le programme). A la place j’ai
imposé au programme le jeu des 12 templates disponibles dans le programme pour un essai de
reconstruction du CYP 3A4. Autant les SCRs ont été simples a identifier pour Orchestrar dans le jeu
de 2 templates, autant le programme a eu du mal pour le jeu des 12 templates. Cela s’est ressenti lors
de la production du modeéle : un modéle déstructuré a 9,99 A de la véritable structure du CYP3A4.
Une cause possible peut étre liée a la banque de structure HOMSTRAD, peut étre trop obsoléte.
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Néanmoins, je doute qu’avec plus de structures le programme ne s’en serait mieux sorti, étant donné

les difficultés qu’il a eues pour identifier des SCRs sur les 12 femplates.

Le serveur HHpred qui fournit des alignements pour Modeller a généré des modeles de qualité
moindre que ceux générés par notre méthode, avec moins de templates. 11 nécessite également moins
de manipulations pour le modélisateur. Néanmoins, les templates utilisés n’ont pas été nécessairement
les mémes que ceux utilisés dans notre méthode. Parmi les femplates utilisés, surtout pour le jeu H, de
nombreuses structures n’étaient pas disponibles lors de 1’analyse sous GOK. Idéalement, il aurait fallu

refaire une analyse GOK avec les femplates du jeu H pour pouvoir réellement comparer les mode¢les.

5.4.2.2 Verdict

Au final, quelle serait la méthode la plus adaptée pour la reconstruction d’'un CYP inconnue a
basse identité de séquence ? En fait, tout dépend du moment de la reconstruction sur 1’échelle de
temps. Il semble évident qu’a ce jour, le nombre de femplates disponibles dans la PDB est tel qu'un
alignement simple sous Clustalw permet de produire des modeles convenables et meilleurs que ceux
qu’on pourrait obtenir avec un enfilage. HHpred semble étre également un bon candidat dans la
mesure ou les modeles obtenus sont généralement de qualité constante quel que soit le nombre de
templates utilisés. D’autant plus qu’HHpred fournit directement le fichier d’alignement pour Modeller.
En revanche, lorsque peu de structures sont disponibles et donc exploitables en tant que templates, il
semblerait bien qu’HHpred et la méthodologie mise au point au laboratoire soient a égalité. HHpred
serait plus rapide et moins complexe d’utilisation. Néanmoins, il n’est pas slir que I’alignement produit
avec moins de femplates soit aussi fiable : celui-ci dépend du profil HHM qui a été calculé en prenant
en compte toutes les séquences des structures de P450s disponibles au moment ou j’ai effectué le test
de comparaison. En bref, la nouvelle méthode semble aujourd’hui un peu dépassée, mais demeure
probablement une bonne méthode de reconstruction par homologie a basse identité de séquence, et
lorsque les femplates disponibles sont en nombre limité. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait donc

dans I’idéal expérimenter la méthode sur une autre famille de protéines a repliement trés conserve.
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5.5 Vers I'obtention d’une banque de P450s
5.5.1 Données initiales

5.5.1.1 Les CSBs, un nouveau critere de sélection

Nous avons signalé que 1’information de repliement conservé des P450s contenue dans les CSBs
pouvait étre exploitée pour la reconstruction de modeles 3D de CYPs inconnus. Il était alors
intéressant de savoir si cette information pouvait également servir de « signature » structurale pour
identifier spécifiquement les P450s dans des banques de données ou des génomes nouvellement
séquencés. L’utilisation des CSBs dans la génomique exploratoire n’a nécessité qu’une légére
modification du programme Caliseq, lui offrant ainsi la possibilité de positionner les blocs sur toutes
les séquences d’un fichier qui correspond a une banque de séquences. Grace au score d’alignement
pour chaque séquence et a un seuil défini, Caliseq détermine si la séquence testée appartient a la
superfamille des P450s. Ainsi, en traitant toute une banque de séquences, une banque spécifique de
P450s peut en étre extraite et exploitée : combinée avec notre méthode de reconstruction, il serait

envisageable d’obtenir une banque de sites actifs pour des études d’arrimage par exemple.

5.5.1.2 Méthodes déja existantes de sélection des P450s

Il existe de nombreuses ressources dédi¢es aux CYPs sur Internet, comme par exemple « the
Cytochrome P450 Homepage » (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html), «the P450
Knowledgebase » (http://cpd.ibmh.msk.su/) (Lisitsa et al., 2001), « the Arabidopsis P450 database »
(http://www.p450.kvl.dk/), “the Insect P450 Site » (http://p450.antibes.inra.fr/) etc. Etonnamment,

aucune banque globale de P450s (de séquences ou de structures) n’a été mise au point. Pourtant les
outils ne manquent pas: un certain nombre de méthodes existent déja permettant d’attribuer le
caractére « P450 » a une séquence donnée. Parmi ces méthodes, deux nous parraissent intéressantes :

celles utilisées par Prosite et Pfam.

Ainsi, Prosite (cf. section 2.3.4.1) est une base construite sur une méthode qui reconnait un motif
(ou pattern) particulier présent sur la séquence des protéines. Dans le cas des P450s, ce motif est
appelé « Cytochrome P450 cysteine heme-iron signature ». Pfam (cf. section 2.3.4.3) est une banque
de domaines. Dans cette base, les domaines de P450 correspondent a des alignements de P450s, codés
dans des profils HMM. Par commodité, je ferai dans la suite de ce chapitre I’amalgame entre le nom

de la base et la méthode associée.
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J’ai utilisé ces deux méthodes pour construire des bases spécifiques de séquences de P450s qui me
serviront d’éléments de comparaison avec la base que j’ai construite avec Caliseg et un jeu de blocs.
Pour les trois méthodes a comparer, les banques de P450s sont obtenues a partir des bases de
séquences SptrEmbl (supposées non redondantes) de 2005 et de 2007. A noter que les premiers essais
de Caliseq avec I’ancien systéme de score ont été opérés sur la base de 2005, tandis que le nouveau
score a été expérimenté sur la derniére version 2007 de SptrEmbl. Le nombre de séquences de P450s
identifiées par les deux méthodes sur les bases de séquences SptrEmbI2005 et SptrEmbl2007, est

présenté en Tableau 5.9

Tableau 5.9 Nombre de séquences de P450s identifiées sur SptrEmbl par Pfam et Prosite.

Année Nombre de séquences Nombre de CYPs Nombre de CYPs
dans SptrEmbl identifiés par Pfam* identifiés par Prosite?
2005 2345429 5166 3392
2007 3169275 6478 4859

"les données de Pfam ont été récupérées a partir d’un unique fichier SptrEmbIPfam distribué par Pfam
%les données de Prosite ont été récupérées a partir de deux fichiers (uniprot_swissprot et uniprot_trEmbl) distribuées par la banque Uniprot

A premiére vue, la méthode Pfam permet d’identifier plus de P450s que la méthode Prosite. En
revanche, entre 2005 et 2007, Prosite semble avoir subi une légeére amélioration : alors que Pfam
identifie 1312 nouvelles séquences, Prosite en identifie 1487. La différence, soit 175 séquences,
correspond aussi bien a des nouvelles séquences dans SptrEmbI2007 que Pfam n’a pas identifiées,
mais également des séquences préexistantes dans SptrEmbl2005, présentes dans Pfam et que Prosite
n’avait pas identifiées a I’époque. En réalité, il semblerait qu’entre ces deux années, 1’algorithme de

Prosite ait 1égerement évolué, et la sélection ne se fait plus exclusivement sur un motif séquentiel.

5.5.2 Création des bases de P450s par Caliseq

Caliseq a été lancé sur les deux bases SptrEmbl2005 et SptrEmbI2007, en faisant varier a chaque
essai un paramétre différent : I’idée était alors de déterminer les paramétres idéaux pour la détection de
séquences de P450. Chaque criblage sur banque compléte par Caliseq prend environ une heure de

calcul'”. Ces résultats sont montrés au Tableau 5.10.

17 IR EA 1
La mesure a été réalisée en utilisant seulement un processeur Xeon 3 Ghz d’un seul nceud d’un cluster de PC.
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5.5.2.1 Processus d’obtention du paramétrage optimal

Les paramétres optimaux ont été affinés de la maniére suivante : chaque fois qu’une valeur de
paramétre a permis d’obtenir un résultat jugé convenable, il était conservé pour faire varier un autre
paramétre et ainsi de suite. De faibles incréments du paramétre ont été choisis pour 1’exploration. Il
s’avére que les résultats sont peu sensibles dans une certaine zone (pas d’augmentation ou de
diminution significative du nombre de séquences récupérées), et basculent rapidement dés qu’un
certain seuil est franchi. Durant cette phase de recherche, j’ai choisi de favoriser les faux négatifs par
rapport aux faux positifs pour la banque de P450s : le choix qui a été privilégi¢ était de ne pas détecter

des séquences de P450s plutdt que d’attribuer une séquence en tant que P450 alors qu’elle ne I’est pas.

5.5.2.2 Evolutionduratio T

La détermination du seuil d’indentification de P450 par Caliseq a évolué au cours de la thése.
Ainsi, dans les premiers essais sur la SptrEmbI2005, le seuil de sélection reposait sur un ratio (cf.
section 4.3.2.1), que j’ai appelé T. Dans les premiers criblages, j’ai fait évoluer T d’une valeur de 0,05
a 0,40 par pas de 0,05. Selon la formule de ce seuil, plus le ratio (ou coefficient) est bas, plus le seuil
sera proche d’un score attribué a un alignement des blocs sur une séquence aléatoire. A 1’inverse, plus
le ratio est élevé, plus le seuil sera sélectif et proche d’un score attribué a un alignement parfait des
blocs sur eux-mémes. Ainsi, dans le Tableau 5.10, le jeu A (templates de N. Loiseau) combiné a des
ratios T de valeur faible entraine 1’attribution d’un nombre trés élevé de séquences a des P450s par
Caliseq (Nombre de séquences récupérées dans le Tableau 5.10). Sachant que Pfam et Prosite n’en
décelaient au maximum que 5566 (cf. Tableau 5.9) la présence d’un nombre important de faux positifs
était fort probable. Cela est d’autant plus vrai qu’a un seuil de 0,05, Caliseq identifie presque la moiti¢
de la base StprEmbl2005! Puis, de 0,05 a 0,25, le nombre de séquences récupérées décroit

relativement rapidement, passant de la moitié¢ de la banque récupérée au dixiéme.

A partir d’un seuil de 0,30, la sélection passe un palier significatif, du dixiéme de la SptrEmbl
récupérée au cinquantiéme. Passé le seuil de 0,35 pour ce ratio (toujours avec le jeu A) Caliseq
commence a donner des résultats plus proches de Pfam et Prosite, dans les 3000 séquences identifiées

comme P450s.



Tableau 5.10 Comparatif des méthodes de sélection de P450s par Caliseq/Pfam/Prosite. Pour tous les calculs, le poids de gap dans Caliseq a été fxé & 2. Dans certain cas (lorsque la limite L a été mise a 350), un jeu
de 10 blocs a été utilisé a la place de la vingtaine de blocs des jeux A, B ou C. Les meilleurs paramétres (pour I’ancien seuil et le nouveau seuil) sont indiqués en gras.

Jeu de base Méthode seuil limite nb séquences Exclusif a Exclusif a Pfam Exclusif 3 Exclusif a Exclusif Caliseq  Exclusif Pfam  Commun % faux
bloc récupérées Caliseq Prosite Caliseq et Pfam et Prosite et Prosite positif
A sptrEmb2005 T-ratio 0,05 1000 926721 922313 654 0 1296 98 202 3014 99,52
A sptrEmb2005 T-ratio 0,05 800 874849 870480 673 0 1277 90 214 3002 99,50
A sptrEmb2005 T-ratio 0,10 1000 907779 903376 659 0 1291 98 202 3014 99,51
A sptrEmb2005 T-ratio 0,10 800 855908 851544 678 0 1272 90 214 3002 99,49
A sptrEmb2005 T-ratio 0,15 1000 807466 803106 688 0 1262 92 210 3006 99,46
A sptrEmb2005 T-ratio 0,15 800 755596 751275 707 0 1243 84 222 2994 99,43
A sptrEmb2005 T-ratio 0,20 1000 612523 608225 728 0 1222 81 221 2995 99,30
A sptrEmb2005 T-ratio 0,20 800 560669 556410 747 0 1203 73 233 2983 99,24
A sptrEmb2005 T-ratio 0,25 1000 301691 297543 837 0 1113 56 237 2979 98,63
A sptrEmb2005 T-ratio 0,25 800 249985 245876 856 0 1094 48 249 2967 98,36
A sptrEmb2005 T-ratio 0,30 1000 42760 38790 936 0 1014 19 279 2937 90,72
A sptrEmb2005 T-ratio 0,30 800 16428 12491 955 0 995 17 291 2925 76,03
A  sptrEmb2005  T-ratio 0,35 1000 3680 34 1141 0 809 11 390 2826 0,22
A sptrEmb2005 T-ratio 0,35 800 3633 15 1157 0 793 11 402 2814 0,00
A sptrEmb2005 T-ratio 0,40 1000 2558 5 1488 0 462 4 1129 2087 0,00
A sptrEmb2005 T-ratio 0,35 350 2845 14 1282 0 668 9 1062 2154 0,00
A sptrEmb2005 T-ratio 0,40 350 2057 3 1514 0 436 5 1603 1613 0,00
B sptrEmb2005 T-ratio 0,35 1000 2280 1566 0 384 0 1320 1896 0,00
C  sptrEmb2005 T-ratio 0,35 1000 1610 1 1708 0 242 0 1849 1367 0,00
A sptrEmb2005 T-ratio 1,50 1000 3123 10 1344 0 606 7 716 2500 0,00
A sptrEmb2005 T-ratio 1,25 1000 3489 13 1208 0 742 8 490 2726 0,00
A sptrEmb2005 T-ratio 0,50 1000 3664 23 1144 0 806 11 392 2824 0,14
A sptrEmb2005 T-ratio 0,25 1000 3664 23 1144 0 806 11 392 2824 0,14
A sptrEmb2005 T-ratio 0,05 1000 3664 23 1144 0 806 11 392 2824 0,14
A sptrEmb2005 T-ratio 0,05 1200 3713 58 1133 0 817 11 389 2827 0,78
A sptrEmb2007 Z-score 0,05 1000 4508 22 1262 264 636 15 745 3835 0,02
A sptrEmb2007 Z-score 0,05 1200 4534 36 1260 264 638 15 735 3845 0,20
D sptrEmb2007 Z-score 0,05 1000 4417 16 1272 266 626 13 818 3762 0,00
D sptrEmb2007 Z-score 0,05 1200 4436 24 1269 266 629 13 810 3770 0,09
E  sptrEmb2007 Z-score 0,05 1000 4906 28 1158 252 740 27 469 4111 0,00
E sptrEmb2007 Z-score 0,05 1200 4914 28 1156 252 742 27 463 4117 0,00
Jeu de 6 templates de N. Loiseau (GOK) Nb: Nombre

moaQ®m >

Jeu de 4 templates de M.Cottevieille (GOK)
Jeu de 6 templates TA Nguyen (GOK)

Jeu de bloc global 11 templates (alignement)
Jeu de 6 templates de TA.Nguyen (GAKUSA)

Base : Base de séquences, utilisée pour les identifications de P450s
Limite : Distance maximale autorisée premier bloc/dernier bloc
Méthode : Méthode pour déterminer le seuil d’identification de P450s

%faux positif : Nombre de faux positifs dans
les séquences inédites de

Caliseq
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5.5.2.3  Evolution du seuil Z (Z-score)

Une nouvelle fonction de score basée sur un « log-odd » pour coder les profils (cf. section 4.3.1.2),
ainsi que I’utilisation du calcul d’un Z-score comme critére de sélection (cf. section 4.3.2.3), ont été
implémentés dans le but d’améliorer la sensibilité de la méthode lors de la recherche sur banque
(réduction des faux positifs dans les séquences récupérées et réduction des faux négatifs non
identifiés). Ils ont été testés sur une banque mise a jour, la SptrEmbI2007. En raison du nombre
important des séquences contenues dans cette banque, et du fonctionnement de Caliseq lié au calcul du
Z-score —Caliseq effectue un double passage: le premier pour récupérer les meilleurs scores
d’alignement et le second pour sélectionner ceux dont le Z-score est au dessus du seuil souhaité— il
faut un peu plus de temps pour obtenir les résultats qu’avant, mais cela demeure raisonnable pour un
algorithme de programmation dynamique (de 1 heure ' a 2 heures sur un nceud du clusteur). A
I’instar du seuil de T-ratio, j’ai fait évoluer la valeur seuil pour le Z-score de 0,05 a 0,20 par pas de
0,05. La nouvelle méthode est réellement plus sensible : méme avec de mauvais paramétres, elle
récupere des le départ moins de faux positifs. Dans tous les cas, le nombre est limité par la structure de
I’arbre qui mémorise les meilleures séquences. Ainsi, si I'utilisateur décide de récupérer seulement
10000 séquences au premier passage de Caliseq, le maximum de séquences pouvant étre récupérées au
second passage est également de 10000 séquences. Quoiqu’il en soit, avec cette fonction de score en
«log-odd » et le filtre sur les z-score, il s’agissait cette fois de trouver les bons paramétres pour
augmenter le nombre de séquences récupérées plutoét que de le faire diminuer, comme c’était le cas
avec la précédente méthode avec le T-ratio. Finalement, la meilleure valeur de seuil a été trouvée pour
0,05. Cette valeur est trés proche de la moyenne, comme présentée a la Figure 4-3, page 170 : on
récupére donc quasi toutes les valeurs positives de z-score, a savoir, quasi toutes les séquences

identifiées par Caliseq, P450 ou non (le seuil est vraiment trés bas).

5.5.2.4 Influence de la limitation sur la distance entre les blocs

La limitation de la distance entre le premier résidu du premier bloc et le dernier résidu du dernier
bloc a été mise en place pour limiter le nombre de faux positifs récupérés par Caliseq. En effet, le
score d’alignement dépend du positionnement des blocs sur la séquence cible. Quelle que soit la
distance séparant ces blocs, tant que le positionnement des blocs est correct, le score est élevé, puisque
les pénalités de glissement des blocs ne sont pas comptées. Imposer une limitation de distance a
800-1000 permet de supprimer tous les faux positifs de grande taille dont le score d’alignement est
favorable. Bien que ne figurant pas dans le tableau, cette limitation a permis de réduire d’1/5 le

nombre de séquences récupérées lors de la sélection par un T-ratio par Caliseq (pour la plupart des
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faux positifs). En revanche, lorsque le Z-score a ¢été utilisé, la limitation a pu é&tre augmentée
légérement, pour récupérer plus de séquences: la méthode combinant le Z-score et la nouvelle
fonction de score étant plus sélective, il fut possible de récupérer plus sélectivement des séquences qui

ne pouvaient étre récupérées par 1’ancienne méthode sans entrainer avec elles des faux positifs.

5.5.2.5 Jeu de templates utilisé

Un total de cinq jeux de templates a été utilisé pour construire une base de P450 a ’aide de
Caliseq. Le jeu A est celui qui a servi pour tester les effets des variations de paramétres. Lorsque le
meilleur compromis a été trouvé pour les parameétres, les autres jeux de templates ont été utilisés : B et

C pour la base SptrEmbI2005, et D et E pour la base SptrEmb12007.

5.5.3 Comparaison avec les autres méthodes : Prosit e et Pfam

Sur le Tableau 5.10, sont présentés également les recouvrements des séquences récupérées avec
ceux de Prosite et ceux de Pfam. Pour obtenir ces recouvrements, les numéros d’accession de chaque
séquence ont été utilisés : il devenait alors possible de vérifier si une séquence était identifiée par
toutes les méthodes. Ainsi, pour chaque ligne du tableau, la composition des séquences récupérées par
Caliseq est renseignée, a savoir combien de séquences sont exclusives a i) Caliseq, ii) a Pfam, iii) a
Prosite, iv) combien sont trouvées uniquement dans Caliseq et Pfam, v) Caliseq et Prosite, vi) Pfam et
Prosite, et enfin vii) combien sont trouvées en commun par les trois méthodes. Une information
supplémentaire a été indiquée pour les séquences identifiées comme P450s exclusivement par Caliseq :
il s’agit du taux de faux positifs comptabilisés dans cet ensemble (exclusif a Caliseq). Le
dénombrement des faux positifs résultent d’une expertise manuelle des séquences quand cela est
possible (nombre de séquences exclusif a Caliseq < 200). Dans les cas ou les séquences identifiées par
Caliseg sont trop nombreuses, toutes ont étés considérées comme faux positifs (vérification manuelle
impossible). Pour les séquences récupérées de la SptrEmbI2005, il était en effet possible d’avoir une
idée sur la nature de ces séquences grace a la SptrEmbl2007. En revanche, dans le cas de la
SptrEmbI2007, j’ai été amené a vérifier I’annotation de la séquence (annotée comme CYP, putatif ou
hypothétique, etc.). J’ai également eu recours a d’autres serveurs comme SMART ou ProDom qui
pouvaient m’indiquer selon leurs critéres si ces séquences sont des P450s. En dernier recours, il était
possible de vérifier aprés une recherche PSIBLAST si des séquences de P450s proches apparaissent en

résultat.
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5.5.3.1  Quelques remarques générales

Examinons d’abord les différences globales entre les trois ensembles de séquences identifiées
comme P450 par les trois différentes méthodes. Dans le Tableau 5.9, Pfam identifiait plus de P450s
que Prosite aussi bien sur SptrEmbl2005 que sur SptrEmbl2007. Pourtant, toutes les séquences
identifiées par Prosite ne sont pas incluses dans ceux identifiés par Pfam et vice versa (colonnes 10 et

11 sur le tableau). Néanmoins Pfam comporte plus de séquences inédites que Prosite.

Par ailleurs, Prosite semble avoir connu une amélioration entre sa version 2005 et sa version en
2007 : sur la colonne des séquences uniquement identifiés par Prosite, aucune séquence n’a été trouvée
exclusivement par Prosite dans la SptrEmbl2005 par rapport aux deux autres méthodes, tandis
qu’environ 260 séquences sont exclusives a Prosite dans la SptrEmbI2007. Méme avec les meilleurs
parametres pour Caliseq et 'utilisation du meilleur jeu de blocs, une dizaine seulement de ces

séquences ont pu &tre détectées par Caliseq, et environs 250 séquences restent propres a Prosite.

Un détail amusant pour Caliseq est que méme en récupérant la moiti€é des séquences de
SptrEmble2005 (premiére ligne du tableau), il n’a pas été en mesure de récupérer 856 séquences

présentes dans Pfam, dont 202 en commun avec Prosite. Ce constat est donc fort surprenant

5.5.3.2 Obtention des meilleurs parametres pour Caliseq

Avec I’ancienne méthode, I’augmentation de la valeur du seuil T-ratio a permis de diminuer
drastiquement le nombre de séquences récupérées par Caliseq, dont la majeure partie correspondait a
des faux positifs. Au fur et a mesure que le nombre de séquences récupérées atteint un seuil
convenable, il est possible parallélement de voir « réapparaitre » des séquences parmi les séquences
exclusivement déterminées par Pfam ou Pfam/Prosite. A TPinverse, le nombre de séquences
exclusivement communes entre Caliseq et Pfam, entre Caliseq et Prosite, ou encore communes aux
trois méthodes, tend a diminuer. Ceci caractérise en fait les faux négatifs non détectés par Caliseq, a

savoir des séquences de P450s qui ne sont plus identifiées par Caliseq.

Partant du principe qu’il est préférable d’avoir des faux négatifs que des faux positifs, un
paramétrage de T-ratio=0,35 et L=1000 avec le jeu A, fut un bon compromis (cf. Figure 5-10 A) :
3680 séquences ont été ainsi détectées par Caliseq, et seulement 1531 séquences (1147 de Pfam + 390
de Pfam et Prosite) identifiés par les deux autres méthodes n’ont pu étre détectées par Caliseq. Parmi
les 3680 séquences, 34 sont trouvés exclusivement par Caliseq, avec seulement 8 faux positifs

(détecter comme étant des transporteurs et des kinases par les autres serveurs), soit un taux de faux
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positifs égal a 0,22% (en considérant que les 3646 autres séquences détectées en accord avec les deux
autres méthodes sont des vrais P450s). De manicre encourageante, parmi ces 26 séquences (34 —8 faux
positifs), I'une d’elles est inconnue de Prosite et de Pfam sur la StprEmbl2005, mais identifiée comme

P450 par Pfam sur la SptrEmb12007.

(A) ) (B) .
Caliseq (3680) Caliseq (4914)

NEE/N

Pfam Prosite Pfam Prosite
(5166) (3392) (6478) (4859)

Figure 5-10 Représentation en diagramme de Venn des séquences de P450s de la SptrEmbl, identifiées selon
les trois méthodes (Caliseq, Pfam et Prosite). En (A) figurent les résultats pour la SptrEmbI2005 ou Caliseq a été
utilisé avec le jeu de blocs de N. Loiseau avec le premier systéme de scoring (T-ratio) et en (B) sont présentés les
résultats pour la SptrEmbI2007 ou Caliseq a été utilisé avec le jeu de blocs déterminé par GAKUSA avec le
nouveau systéme de scoring (Z-score).

Le T-ratio permet donc de trouver le bon seuil d’élimination quasi-totale des faux positifs,
tandis que le paramétre L permet d’ajuster la sélection. Par exemple, si on resserre le paramétre L
de 1000 a 800, le nombre total de séquences passe de 34 a 15, et ces 15 séquences sont incluses dans
les 34. De plus, il existe dans la base Prosite de P450s des faux positifs connus, issus des séquences de
la Swissprot (une sous partie de la SptrEmbl). Ces séquences annotées par Prosite comme faux positifs
ne font pas partie des 3680 séquences récupérées par Caliseq. Les jeux B et C n’ont pas donné de
meilleurs résultats, ce qui n’est pas surprenant pour le jeu C, mais plus pour le jeu B qui contient
moins de templates. Une plus grande diversité du jeu A par rapport au jeu B pourrait éventuellement
étre un élément de réponse. Quoiqu’il en soit, Caliseq semblerait étre une bonne méthode a I’interface
entre Pfam et Prosite : les CSBs sont parfaitement adaptés pour servir de signature structurale dans des

expériences de génomique exploratoire.
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Lors des essais avec la fonction de score en «log-odd» et du Z-score, la recherche du
paramétrage a été opérée a I’inverse de la premi¢re méthode : au lieu d’essayer d’¢éliminer les faux
positifs, nous avons cherché & abaissé le taux de faux négatifs. A titre d’exemple, le paramétre sur la
distance entre les blocs, L, n’affecte plus les séquences uniquement trouvées par Caliseq. En passant
d’une valeur de L de 1000 a 1200, quelques séquences seulement, qui étaient uniquement identifiées
soit par Prosite, soit par Pfam, sont désormais reconnues par Caliseq. Avec les jeux A et D, Caliseq
récupérait moins de séquences que Pfam (6478) ou Prosite (4859). En revanche, avec le jeu E (jeu des
28 templates), Caliseq retrouve sa position a I’interface des deux autres méthodes alors que le jeu de

blocs E différe franchement en nombre et longueur de bloc (cf. Figure 5-10B).

Tableau 5.11 Identité des séquences identifiées par Caliseq comme CYP sur la SptrEmbI2007 avec le jeu de bloc issu de GAKUSA.
Toutes ces séquences sont en réalité des P450s non identifiées par les autres méthodes.

Numéro L - . .
d- . Désignation de la séquence
accession
Q27DW3 Conserved hypothetical heme-thiolate monooxygenase.

Q28N78 Cytochrome P450 family protein.
Q25509 Hypothetical protein.

Q3GYB6 Probable cytochrome P450 125 Cyp125.
Q3W4R4 Putative cytochrome P450.

Q3W4R5 Putative cytochrome P450-family protein.
Q70AR6 Putative cytochrome P450 (EC 144).
Q93PA6 MS125, putative cytochrome P450.
Q9F840 TDP-4-keto-6-deoxyhexose 3,4-isomerase.
P95746 Hypothetical NDP hexose 3,4 isomerase.
Q2P9Y8 Cytochrome P450-like.

Q3WMN4 Similar to Cytochrome P450.

Q3WV35 Fatty acid alpha hydroxylase.

Q4NF21 Fatty acid alpha hydroxylase.

Q5SFA9 Putative NDP-hexose 3,4-isomerase.
Q67G14 CvhE.

Q9RN55 SnogN.

Q5YNS9 Cytochrome P450 monooxygenase.
Q93RT1 Putative cytochrome P450.

Q9L141 Putative cytochrome P450-family protein.
Q73XP8 Hypothetical protein.

Q82GL6 Cytochrome P450 hydroxylase.

Q9RIQ6 Putative cytochrome P450.

Q214W2 Putative cytochrome P450.

Q313U8 Putative fatty acid beta hydroxylase (Cytochrome P450) (EC 14.-.- ).
Q47KL4 Putative cytochrome P450.

Q47L36 Putative cytochrome P450-family protein.
Q2G529 Cytochrome P450 family protein.
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Ainsi, le meilleur paramétrage de Caliseq pour identifier des P450s sur la SptrEmbl2007 fut
Z=0.05, L=1200 avec le jeu E (cf. Figure 5-10 B et deuxiéme ligne en gras du Tableau 5.10). Caliseq
détermine 4914 séquences comme étant des P450s, et ne détecte pas un total de 1871 séquences
identifiées par les deux autres méthodes. Comme pour la premiére version de Caliseq, ces 4914
séquences ne contiennent aucun faux positif connu de Prosite, et comprennent également 28 séquences

inconnues des deux autres méthodes. Ces 28 séquences sont montrées dans le Tableau 5.11.

Apres vérification de ces séquences sur les autres serveurs (SMART ou ProDom) il s’avére que
100% sont des séquences de P450s. Caliseq se montre donc trés sensible et trés spécifique (mais peut

étre trop sélectif...) pour I’identification de séquences de P450s dans les banques de séquences.

5.5.3.3 Les faux négatifs ?

Une attention particuliére a été portée aux séquences identifiées par les deux autres méthodes et
non identifiées par Caliseq. Aprés examen de quelques unes manuellement, j’ai pu constater que ces
séquences correspondaient pour la plupart a des fragments de séquences (moins de 200 résidus, ce qui
est trop court pour étre une P450). Ainsi, une statistique sur les longueurs de ces séquences (PFAM et

Prosite) a été réalisée (cf. Figure 5-11)

Sur cette figure, on peut constater qu’un pic de P450 non reconnu par Caliseq est observé pour
des séquences courtes de moins de 200 résidus. Par nature, ce genre de séquence n’est pas repérable
par Caliseq : les blocs recouvrent environs 60 a 70% de la longueur totale d’un P450. Sachant qu’un
P450 fait en moyenne une longueur de 400 a 500 résidus, la longueur minimale de séquences
identifiables par Caliseq est donc d’environ 300 résidus. En effet, Caliseq n’est pas en mesure de
positionner des blocs de séquences sur une séquence cible plus courte que la longueur totale des blocs.
Ainsi, une grande partie des séquences situées en dessous de ce seuil limite n’est pas identifiable par
Caliseg. 1l en est de méme pour les séquences trop longues en raison de la limite imposée par le

paramétre L.

Ces séquences courtes n’ont pas de pertinence dans le cadre d’un projet de reconstruction de

modele 3D et d’une banque de sites actifs de CYP.
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Figure 5-11 Statistique des longueurs de séquences non identifices par Caliseq sur SptrEmbl2005 et
SptrEmbI2007. Le jeu de blocs de N. Loiseau a été utilisé sur la SptrEmbI2005 avec une limite de distance de
1000 résidus, et le jeu de blocs issu de GAKUSA a été utilisé sur la SptrEmb12007 avec une limite de distance de

1200 résidus. En bleu, le nombre de P450s identifiés seulement par Pfam et non trouvé par Caliseq ni Prosite, en

mauve, le nombre de P450s identifiés uniquement dans Pfam et Prosite a la fois, et en rouge le nombre de P450s
exclusifs a Prosite. Beaucoup de faux positifs pour Caliseq correspondent en fait a des fragments de P450s.

5.5.4 Essais complémentaires

A la suite de ces expériences de génomique exploratoire avec les CSBs identifiés par GOK ou

GAKUSA, deux autres manipulations ont été effectuées.

La premicre a consisté a utiliser a la place des blocs de GOK ou GAKUSA, des «blocs »
(autrement dit, les régions conservées de 1’alignement) issus d’un alignement de Clustalw ou de
Matras. Quels que soient les paramétrages utilisés, le nombre de séquences récupérées avec ces deux
jeux de blocs n’ont pu dépasser celui obtenu avec le jeu E. Néanmoins, il est toutefois possible de
récupérer sur la SptrEmbl plus de 4000 séquences, ce qui n’est pas négligeable. A noter également que
les blocs (MCSB) de Matras donnent de meilleurs résultats que ceux prélevés de Clustalw.
L’information structurale contenue dans les blocs n’est donc pas négligeable dans la génomique

exploratoire.
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La deuxieme expérience a consisté a utiliser le logiciel PSI-BLAST en utilisant les blocs pour
construire le profil pour PSI-BLAST. La construction de cette matrice a de plus été bien pensée, dans
la mesure ou il est possible de restreindre la construction de la matrice a certaines positions et utiliser
une matrice de similarité de type BLOSUM a d’autres positions de 1’alignement fourni pour construire
la matrice consensus. L.’expérience a été lancée sur la base NR (Non Redondante). Deux inconvénients
ont été trouvés pour cette méthode : 1) la recherche des séquences ne dépend pas uniquement du profil,
mais également (et surtout) de la séquence requéte utilisée (la méthode est donc trop « requéte
dépendante » et la séquence « pivot» influence le résultat) et ii) beaucoup de faux positifs sont
récupérés lors de cette recherche. PSI-BLAST, ne semble donc pas adapté pour utiliser I’information

des CSBs en génomique exploratoire.
5.6 Conclusion et perspectives

Les résultats montrés au cours de ce chapitre ont souligné I’importance de 1’utilisation de
I’information structurale a la fois dans 1’amélioration des alignements multiples de séquence pour une
éventuelle reconstruction par homologie, et dans la recherche et la reconnaissance des séquences de

protéines recherchées dans une banque de séquences.

Cette information structurale peut étre exploitée sous forme de blocs structuraux conservés (CSBs)
dans une approche qui associe justement la reconstruction de modéle protéique a bas taux d’identité, et
la recherche sur banque par utilisation des CSBs comme signatures structurales spécifiques de la
protéine dont sont issus les CSBs. Cette méthode a double fonction a su donner des résultats
convenables et encourageants, dans ces deux champs d’études pour les P450s. Bien qu’étant conduites
uniquement pour le moment sur la superfamille des P450s, il serait fort intéressant d’appliquer cette

méthode sur d’autres familles de protéines a repliement conservé.

Les alignements obtenus suite aux positionnements des CSBs par Caliseq, ne semblent pas a
premiére vue se démarquer de ceux obtenus par des méthodes plus classiques, ou plus complexes,
compte tenu de I’état des connaissances actuelles. Néanmoins, placé dans le contexte historique, il
s’agit pourtant d’une méthode fiable et innovante pour produire des alignements satisfaisants pour la
construction de « bons » modeles lorsque I’information structurale, a savoir le nombre de structures

qu’il est possible d’utiliser en templates, est limitée.
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Concernant 1’exploration génomique, les CSBs ont montré leur capacité a étre utilisés en tant que
signature structurale spécifique de P450s. Méme si la méthode identifie moins de séquences que les
méthodes homologues, elle montre en revanche une sensibilité et une spécificité trés surprenante :
aucun faux positif n’a été comptabilisé¢ parmi les séquences identifiées par 1’association des CSBs et
de Caliseq. Par ailleurs, il a été¢ également vu que seule une utilisation de I’information de type

structurale est en mesure de proposer un tel résultat.

Par ailleurs, au cours de ces expériences d’exploration génomique, des phénoménes de palier ont
été observés lors du filtrage par le z-score : des sous-ensembles de la banque sont en effet récupérés
« par paquet » en fonction de 1’ajustement du seuil de sélection. Il serait alors intéressant de vérifier si
ces sous-ensembles sont identiques selon le jeu de blocs utilisé (qui sont fonction des templates qui le
composent). Des expériences de clustérisassions pourraient peut étre mettre en évidence une relation
entre ces sous-ensembles et le jeu de blocs utilisés, conduisant au choix des meilleurs templates a

utiliser pour la construction d’un mod¢le d’une cible donnée.

Cette méthode offrira donc une réelle innovation a partir du moment ou la reconstruction par
homologie, a savoir, toutes les étapes comprises entre le positionnement des blocs et 1’obtention des
modeéles, sera effectuée de maniére automatisée, sans intervention humaine. En effet, il deviendra alors
envisageable d’exploiter en méme temps les deux aspects différents et pourtant complémentaire de la
méthode : en combinant efficacement 1’exploration génomique a la reconstruction par homologie aux
moyens des CSBs, il sera éventuellement possible de mettre en place une banque de modéeles, voire
seulement de sites actifs a disposition de la communauté scientifique. Une telle base peut servir d’outil
pour des tests de pharmacologie et de prédiction d’interactions substrat-P450. En outre, par
comparaison globale du devenir d’'un méme substrat utilisé sur tous les sites actifs de P450s de la
banque, il sera peut étre possible de fournir des éléments nouveaux dans la compréhension des

mécanismes de reconnaissance des substrats.






CHAPITRE O

Du virtuel au concret : applications sur le CYP2B6

« Le monde de la réalité a ses limites ;
le monde de ['imagination est sans frontieres.»

Jean-Jacques Rousseau (1712 — 1778 ap JC)
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6.1 Introduction

C’est au cours de ma seconde année de thése que 1’équipe de 'INSERM UMRS517 (1. de Waziers
et P. Beaune) en étroite collaboration avec P. Dansette (CNRS UMRS8601), a fait appel a nos
compétences en modélisation moléculaire. Cette équipe travaille dans le domaine de la pharmacologie
dont les sujets d’études sont étroitement liés a la cancérologie et 1’oncologie. L’une des méthodes
expérimentales qu’ils ont développées, consistant a utiliser les CYP comme des activateurs de
prodrogues, implique un cytochrome P450 non cristallisée a ce jour: le CYP 2B6. Ce cytochrome,
comme la plupart de ses homologues impliqués dans la dégradation des composées exogenes, se
retrouve principalement concentré au niveau du foie humain. Il est entre autre responsable du
métabolisme spécifique d’un composé, le cyclophosphamide (CPA) dont le produit de dégradation
(gaz moutarde) est cytotoxique pour les cellules en s’attaquant directement a leur ADN. En raison de
ces propriétés cytotoxiques, le CPA est largement utilisé¢ en tant qu’agent chimiothérapique, mais la
difficulté majeure de son utilisation réside dans le non contrdle de son ciblage. En effet, lorsque le
CPA est administré aux patients, ce dernier est dégradé au niveau du foie. Le produit de cette
dégradation, trés cytotoxique, se propage alors dans le corps a travers le flux sanguin. Il n’atteint pas
que la tumeur, mais également des tissus non tumoraux. Afin de limiter son champ d’action, une
stratégie particuliére, la GDEPT (pour gene-directed enzyme prodrug therapy) a été adoptée. Celle-ci
consiste a introduire dans un vecteur le géne d’un CYP 2B6, et a I’exprimer dans les cellules
tumorales avant d’ajouter le CPA. Cette stratégic souffre toutefois d’un inconvénient majeur :
I’affinité faible du CPA pour le CYP 2B6. La collaboration entre nos deux équipes avait donc pour
objectif d’expliquer et d’améliorer I’affinit¢ du CPA pour le CYP 2B6, par diverses approches
prédictives de la modélisation moléculaire. L’équipe d’l. de Waziers nous a contactés pour produire un
modele fiable du CYP 2B6 afin de repérer les résidus du site actif candidats a des mutations

susceptibles de modifier I’affinité du substrat a I’enzyme.

Disposant des outils nécessaires a leur traitement in silico, nous avons également proposé de
construire virtuellement les mutants du CYP 2B6 et de conduire des simulations de dynamiques
moléculaires sans contrainte de quelques nanosecondes, pour étudier, comprendre et expliquer le
comportement du CPA dans le site nouvellement modifié. Cette approche a donné des résultats forts
prometteurs, avec de bonnes convergences entre prédictions et expériences. L’ensemble de résultats

fait 1’objet d’un article en cours de soumission, ayant pour titre: « Analysis of CYP 2B6
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cyclophosphamide activation by molecular modeling and site-directed mutagenesis : from in silico to

ex vivo. ».

Dans ce chapitre, je ne décrirai pas toutes les techniques déja présentées dans [’article. Au
contraire, j’aborderai des points qui n’ont pas été détaillés, ou qui ont été réalisés apres la rédaction de

I’article.

6.2 Différentes approches exploitées pour un seulm  odéle final

La construction d’un modéle de CYP 2B6 était 1’occasion d’expérimenter les différentes
stratégies de reconstruction par homologie disponibles, et de les comparer a la méthodologie mise en
place au laboratoire. A part SwissModel, qui propose un modéle final a partir de références de
structures de P450s, les méthodes ne proposent que des alignements : c¢’est a 1’utilisateur d’exploiter
cet alignement, en le fournissant a des logiciels de reconstruction comme Modeller. Dans tous les cas,

la premiere tache consiste en la sélection des structures de référence.

6.2.1 Choix des structures de référence par différe  ntes méthodes

La soumission de la séquence du CYP 2B6 a BLASTP sur les séquences des protéines contenues

dans la PDB donne les résultats présentés au Tableau 6.1, par ordre d’identité (requéte d’octobre 2005).

Tableau 6.1 Résultats de la recherche d’homologues du CYP 2B6 par un BLASTP sur la PDB

Taux d’identité Recouvrement
PDB avec CYP 2B6 avec CYP 2B6 Nom du CYP
1SUO / 1PO5 78% 351/447 CYP 2B4!
1Z11/1Z10 52% 234/447 CYP 2A6
1PQ2 50% 237/447 CYP 2C8
1DT6 / 1NR6 / 1N6B 49% 221/446 CYP 2C5
10G5 / 10G2 / 1R90 48% 217/446 CYP 2C9
1TQN / 1W0G / 1WOF / 1WOE 25% 103/427 CYP 3A4
1Q5E / 1PKF 26% 44/164 P450epok
1JPZ / 1BU7 / 2BMH / 1BVY 24% 49/203 P450gwm3

'.1SUO et 1PO5 ne présentent pas tout a fait les mémes valeurs, dans la mesure ot P05 comporte des résidus non résolus. Par ailleurs,
1POS est une forme sans substrat et ouverte.

Dans ce tableau, les structures des CYP 2B4 présentent une identité de 78% avec le CYP 2B4. A
ce niveau d’identité, il est admis qu’une reconstruction en monotemplate (une seule structure de

référence utilisée) est suffisante, voire méme fortement conseillée. Comme mon idée était de tester les
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différentes méthodes, j’ai quand méme entrepris 1’essai des autres méthodes, juste par curiosité :

allaient-ils me donner un modele équivalent a celui obtenu en monotemplate ?

Les structures de référence et les méthodes employées pour aligner les séquences des structures de

références sur la séquence cible ont été les suivantes :

a)

b)

d)

Pour la reconstruction du CYP 2B6 en monotemplate, la forme fermée de la structure du CYP
2B4 a été choisie (1SUO) : comme détaillé dans ’article, I’avantage que présentait la structure
1SUO du CYP 2B4 est de comporter un substrat, le 4-(4-chlorophenyl)imidazole (CPI)
co-cristallisé dans son site actif. De plus, ce dernier étant structuralement proche du CPA, sa
position dans le site actif du CYP 2B4 pouvait fournir un bon point de départ pour le
positionnement du CPA. L’alignement quant a lui est aisément réalisé a 1’aide du logiciel
Clustalw.

Le serveur SwissModel a choisi pour sa part, les structures 1SUO, 1POS, 1Z11 et 1210
(respectivement CYP 2B4 et CYP 2A6) pour construire le mod¢le. Il est en effet possible
d’imposer ses propres structures de référence, mais par défaut, SwissModel effectue un
BLASTP et choisit les meilleures séquences des structures présentant la meilleure identité
avec la séquence cible soumise.

Sous le serveur Matras (cf. 2.4.4.3), j’ai fourni le méme set de structures que celui de
SwissModel : Matras se charge alors de retourner un alignement de ces quatre structures de
référence entre eux. Il me reste alors a aligner les séquences de ces quatre structures sur la
séquence du CYP 2B6. La réalisation de cet alignement est triviale dans la mesure ou la
séquence du CYP 2B4 est trés proche de celle du CYP 2B6.

Un autre serveur, HHPred (Soding et al., 2005) a été utilisé a 1’occasion. Pour mémoire, ce
serveur utilise un programme bas¢ sur les HMM pour réaliser 1’alignement de séquences en
recherchant les homologues du CYP 2B6. L’avantage que présente ce serveur est de fournir en
résultat un alignement pré formaté pour le logiciel Modeller : il ne reste alors plus qu’a
préparer le fichier de commande. Les structures retenues en référence par HHPred sont le
1X8V (CYP 51), 1POS (CYP 2B4), 1R90 (CYP 2C9), 1210 (CYP 2A6), 11Z0O (P450sspera),
1UES8 (P450y), 1107 (CYP 119), IN4O (CYP 121), IUED (P4500xc) et 1ILFK (P4500xy5).
Mises a part les structures des CYP 2C9 et du CYP 2A6, toutes les autres structures sont celles
de bactéries. Ce résultat est assez surprenant dans la mesure ou HHPred a proposé pour
templates de nombreuses structures en dessous du seuil d’identité de 26%, indiqué par le

BLASTP (non présentées dans le Tableau 6.1).
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e) Enfin, la méthode de blocs structuraux, proposée au laboratoire a aussi été testée, en
n’utilisant que mon jeu de blocs, qui contient un plus grand nombre de P450s microsomaux.
En fait, les trois jeux de blocs ont été testés, et mon jeu de blocs a été celui qui a fourni les
résultats les plus convaincants au niveau de 1’alignement. Il est a noter que le jeu global de
blocs n’a été instauré que vers la fin de ma deuxiéme année de thése, je n’ai pas pu le tester a
ce moment-la. Pour mémoire, mon jeu de blocs posséde six structures : 10XA, (P450¢yr),
2HPD (P450py3), 1PQ2 (CYP 2C8), 10G5 (CYP 2C9), INR6 (CYP2CS5) et 1GWI
(CYP 154C1).

6.2.2 Choix de la méthode finale

6.2.2.1 Départage sur l'alignement

De maniére surprenante, les alignements sont trés proches, et ce, en dépit de la diversité des
templates utilisés — certaines méthodes incluent des structures bactériennes a taux d’identité faible par
rapport au CYP 2B6 — Une explication possible de cette similitude entre les alignements, est la
présence d’au moins une séquence de la famille des 2C dans chacun des jeux de structures pour
chaque méthode. En effet, ’identité de séquences pour les structures de cette sous-famille est forte
(~50%) vis-a-vis du CYP 2B6 comme le montre le Tableau 6.1. En conséquence, la présence de ces
structures a permis un « ancrage » favorable des séquences des templates sur la séquence du CYP 2B6,
aboutissant a un alignement similaire pour toutes les méthodes. Il est a noter que cette observation de
« similarité » d’alignement n’a pu étre effectuée que sur les séquences de structures communes a

toutes les méthodes, qui sont généralement les structures de P450s microsomaux.

6.2.2.2 Départage sur le modéle 3D

La différence entre les méthodes s’observe davantage pour les modéles obtenus : le logiciel
Modeller prenant en compte toutes les contraintes spatiales des femplates, le résultat final dépend
fortement des structures utilisées comme références. Comme celles-ci différent d’une méthode a
I’autre, il n’est donc pas étonnant d’obtenir des modéles divergents. Le meilleur modé¢le, selon la
fonction objective de Modeller a été évalué pour chaque stratégie par des logiciels d’évaluation de
structures RX (Prosa II, ProQ et Anolea). Tous les modeles générés répondent correctement aux
criteres d’évaluation. Les RMSDs de ces meilleurs modeles calculés sur le squelette peptidique, ont
été calculés par rapport au modele du CYP 2B6 (qui sert ici de référence) obtenu en monotemplate

(Tableau 6.2).
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Tableau 6.2 RMSD calculé sur le backbone entre les modéles de CYP 2B6 générés par les différentes méthodes d’alignement. La
structure de référence pour le calcul de RMSD est le modéle obtenu en monotemplate. Pour information, le modele du CYP 2B6
monotemplate a un RMSD de 1,77 A de la structure RX du CYP 2B4

Modéle obtenu par la méthode d’alignement RMSD avec le modéle obtenu en monotemplate
Matras 0,38 A
SwissModel 0,63 A
Caliseq 1,85 A
HHpred 2,69 A

! SwissModel est la seule méthode entiérement automatisée, pour les 3 autres, nous avons utilis¢ Modeller 7

Sur ce tableau, les deux modéles qui semblent diverger le plus par rapport a celui construit a partir
de 1SUO sont ceux générés par I’alignement HHPred et Caliseq. Encore une fois, ce résultat n’est pas
surprenant : les méthodes HHPred et Caliseq comportent en effet plus de structures de référence
bactériennes, alors que les autres n’en disposent pas. A constater également qu’a partir d’un jeu
identique de templates, la méthode Matras et SwissModel ne donnent pas tout a fait le méme résultat :
le programme de reconstruction utilis¢é est différent (Modeller pour Matras, PromodIl pour
SwissModel), mais la différence n’est pas significative. D’ailleurs, a une simple minimisation pres, les

modeles obtenus pour SwissModel, Matras et en monotemplate sont équivalents.

Le choix final de la méthode pour reconstruire le CYP 2B6 s’est porté sur la stratégie en
monotemplate pour les raisons évoquées précédemment (~78% d’identité en séquence). Les autres
constructions ont été réalisées en vue de comparer les différentes méthodes. A noter enfin que de
toutes les méthodes, la méthode de recontruction par blocs structuraux est la plus défavorisée pour
I’alignement : elle est la seule qui ne comporte pas la séquence d’'un CYP 2B4. Toutefois, ce
désavantage est compensé par la structure du CYP 2B4 utilisée par les autres méthodes comme
templates pour la reconstruction : 1POS5 est une forme ouverte du CYP 2B4, 4 5 A de RMSD de la
structure du 1SUO —le RMSD est calculé sur les atomes des squelettes peptidiques—. Utiliser cette
forme ouverte du CYP 2B4 pourrait ainsi expliquer (en plus du nombre de structures bactériennes

utilisées) la divergence avec le modele construit en monotemplate.

6.2.2.3 Obtention du modéle final

Comme expliqué plus en détail dans I’article, le modéle monotemplate du CYP 2B6 a été généré a
partir d’une structure minimisée du CYP 2B4 1SUO et relaxée par 2 ns de dynamique moléculaire

libre. Cette opération de pré-reconstruction a été réalisée dans le but de limiter les défauts structuraux
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qui pourraient €tre présents sur la structure X initiale. Cette opération peut sembler inutile, dans la
mesure ou Modeller est censé relaxer les structures templates avant d’utiliser leurs contraintes
spatiales. Mais la relaxation par MD pendant une longue durée (2 ns) et dans une boite de solvatation
explicite permet de rechercher une meilleure structure a 1’équilibre. Cette étape permet en outre de

préparer le protocole GROMACS qui sera appliqué sur le modele final du CYP 2B6.

Le modeéle, une fois construit et validé par les logiciels d’évaluation de structures (Prosa II, ProQ
et Anolea), a été comparé¢ a la structure du CYP 2B4. De I’évolution des structures lors de la
dynamique, aux canaux d’accés suggérés par le logiciel CAVER (Petrek et al., 2006) en passant par le
volume du site actif déterminé par le logiciel Voidoo (Kleywegt et al., 2006), tout a été passé en revue
comme cela est décrit dans 1’article. Le but de ces manceuvres était de vérifier si le modéle du CYP
2B6 n’était pas une simple copie de la structure du CYP 2B4 et d’observer de vraies variations dans le
site actif. Le RMSD final entre le modéle du CYP 2B6 relaxé et équilibré et la structure du CYP 2B4

estde 1,77 A, ce qui suggére que ces deux protéines sont structuralement distantes.
6.3 Docking manuel et mutations in silico

La seconde étape a consisté a placer le substrat dans le site actif du CYP 2B6 afin de déterminer
les résidus en contact étroit avec le CPA. Ceux-ci seront alors proposés a des mutations en vue de

modifier le comportement du CPA envers son enzyme.

6.3.1 Docking du CPA

6.3.1.1  Obtention du fichier PDB du CPA

Ne disposant pas de structure cristallographique du CPA, il a fallu le construire, en partant de sa
simple formule chimique (cf. Figure 6-1) récupérée a partir du serveur de composés chimiques
ChemlIdPlus (http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/). Cette formule a été ensuite soumise au serveur

Dundee PRODRG?2 (http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/) (Shuettelkopf et Aalten,

2004) qui fournit a la fois un fichier de topologie exploitable par GROMACS ainsi que le fichier de
structure du CPA au format PDB.

Le composé est chiral au niveau du phosphore, or PRODRG ne propose qu’un seul des deux
énantiomeres : le S. Sachant que I’équipe d’l. de Wazier utilisait un mélange racémique pour les

mésures d’activités, il fallait donc construire son énantiomere R pour disposer d’une reproduction
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compléte des données expérimentales en machine. Pour cela, j’ai utilisé le logiciel SYBYL (Tripos inc,

St Louis, USA) (fonction « invert chirality »).

Cl

<:O\ P/Z /_/

N
T
H

Figure 6-1 Formule chimique du Cyclophosphamide (CPA), chiral au niveau du P.

Cl

6.3.1.2 Positionnement du CPA dans le site actif

La procédure de positionnement du CPA dans le site actif du CYP 2B6 est expliquée dans ’article,
dans la partie Materials and Methods ainsi que dans la partie Results « Initial positionning of CPA ».
Briévement, j’ai donc profité du fait que le CPI, une molécule structuralement proche du CPA, a été
co-cristallisé avec le CYP 2B4 dans 1SUO. Apreés superposition des modéles, j’avais donc un point de
départ pour positionner le CPA : les deux atomes faisant face a I’héme pour les deux molécules ont été
superposés grace a un script TCL sous VMD'®. Ce placement du CPA dans le site actif du CYP 2B6
ne s’effectue pas sans conflit stérique, c’est pourquoi un léger réajustement manuel suivi d’une
minimisation locale a été nécessaire. Les paramétres de la minimisation locale sont décrits dans
I’article, tandis que le réajustement a nécessité I’utilisation d’un autre logiciel de visualisation :

SPdbViewer (http://www.expasy.org/spdv/). Ce logiciel offrait en effet [’avantage de figer la protéine

et permettait de ne manipuler que le substrat par utilisation de deux fichiers distincts pour chacune des
entités. Il existe toutefois un inconvénient a manipuler deux fichiers indépendants sous SPdbViewer :
le logiciel ne peut pas tenir compte des interactions entre les atomes des deux fichiers. C’est pourquoi,
lorsqu’une position de CPA semblait correcte, les coordonnées cartésiennes du CPA étaient
enregistrées et traitées sous SYBYL qui se chargeait de la minimisation locale du CYP 2B6 sur les
résidus avoisinant le CPA, héme exclu. Il est a noter que la dernicre partie de la procédure, la
minimisation locale autour du CPA, a été réalisée pour chaque mutant du CYP 2B6 construit

ultérieurement.

'8 VMD est un logiciel de visualisation de structures, qui peut recevoir des directives au moyen de scripts écrits
en langage TCL. C’est I’outil dont je me suis le plus servi pour visualiser mes résultats, mais pas pour générer
les images : elles ont été réalisées sous PYMOL.
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6.3.2 Mutations in silico

Le placement du CPA dans le site actif du CYP 2B6 a permis de repérer les résidus en contact
étroit avec le CPA (cf. article). Ces derniers ont ét¢ alors proposés pour des expériences de mutations
ponctuelles, en vérifiant préalablement si ces mutants avaient déja été signalés dans la littérature. Les
premiers mutants opérés par I’équipe d’l. de Waziers ont porté principalement sur le remplacement
des résidus proposés par des résidus a caractére polaire : I. de Waziers et coll. pensaient en effet
exploiter le caractére polaire du groupement P=O du CPA en remplagant des résidus hydrophobes du
site actif par des résidus polaires. Ces résultats n’ont pas été convaincants comme on peut le constater
sur le Tableau 6.3, dérivé du Tableau 5 de I’article avec les caractéristiques des résidus en plus. Avec
I’appui du mod¢le du site actif, d’autres combinaisons ont été essayées portant sur le caractére
« encombrement stérique» des résidus. Trois mutants (V477F, 1114V, V477W) ont révélé des résultats
intéressants au niveau de ’affinité (Km) et de la vitesse de réaction (Vmax). Ces trois mutants ont été
testés in silico afin d’observer le comportement du CPA placé a I’intérieur. L’analyse des simulations
des trois mutants a conduit a la réalisation d’un double mutant (I1114V/V477W) qui a montré en ex
vivo des résultats trés encourageants, interprettables par le comportement du substrat dans les

simulations de MD in silico.

Pour la réalisation de chaque mutant, le modele du CYP 2B6 vide, équilibré et relaxé par 2 ns de
simulation de MD a été repris comme point de départ, et soumis au logiciel SYBYL. Pour chaque
mutant, une série de rotaméres pour les chaines latérales est proposée: ceux-ci résultent d’une
observation statistique de rotaméres dans la PDB. Ainsi, on choisira le rotameére le plus « naturel » a
savoir celui dont la fréquence est la plus importante dans la PDB. Afin de supprimer les « bumps »
éventuels (ou contacts non désirés) survenus lors de la mutation, une minimisation locale est appliquée.
Le CPA est ensuite soumis a une minimisation locale, toujours conduit sous SYBYL. Suite a cet
ajustement, une simulation de 2 ns de MD a été réalisée. Les résultats de la simulation sont ensuite

analysés.
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Tableau 6.3 Analyse cinétique du métabolisme du CPA par les levures exprimant les CYP 2B6 wt et mutant. Les mutants sont répartis en
trois groupes : polymorphisme, mutations canines et mutations du site actif des résidus prédits in silico. (source : I. de Wazier)

Comparaison par rapport

Mutation au OYP2B6wt Vmax Km Vmax/Km
]
§ Y taille de la min? % of wt mM % of wt % of wt
3 5 chaine
a £ latérale
CYP 2B6wt 63 100 5 100 13 100
Q172H B | 33 53 4 86 8 62
- 96 153 6 133 15 115
+ 125 200 5 98 26 205
70 112 6 113 13 99
47 75 56 1153 1 7
- 13 21 4 77 27
2 3 5 96 0 3
- 65 104 2 47 28 221
+ 1 2 NQ - - -
G366E NQ - NQ - - -
+V367L +
+ 90 144 9 181 10 80
++ 27 43 13 264 2 16
5 8 NQ - - -
24 39 6 131 4 30
2 2 NQ - - -
- NQ - NQ - - -
37 59 9 182 4 33
++ 29 46 6 121 5 38
+++ NQ - NQ - - -
3 4 NQ - - -
2 3 NQ - - -
++ 77 124 3 66 24 189
++ 81 130 3 68 25 191
+++ 100 160 3 57 36 278
+ 28 45 6 129 4 35
++ 36 58 3 53 14 110
7,51 12,0 NQ - - -
54 8,6 NQ - - -
1114V 58,47 93,6 1,11 22,793 52,6757 411
+V477TW +4++
- Hydrophobe NQ: non quantifiable
Polaire, non chargé +/- Taille de la chaine latérale par rapport au wt

Polaire, chargé négativement

Polaire, chargé positivement
Les mutations conduisant a une meilleure activité catalytique sont indiquées en grisé. A I’inverse, ceux conduisant a
une diminution de I’activité enzymatique sont indiqués en italique.
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6.4 Simulation de MD

Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées sous deux champs de force différents :
GROMOSS87 pour toutes les simulations présentées dans I’article, e¢ AMBER7 pour quelques
simulations postérieures a 1’article. L’idée sous-jacente était de vérifier la conformité des résultats
selon deux méthodes différentes. Le choix de GROMOS87 (ou plus exactement, GMX, un champ de
force dérivé de GROMOSS87) a été guidé d’une part par l’utilisation du serveur PRODRG2 qui
fournissait des topologies pour logiciel GROMACS exclusivement, et d’autre part par le fait que
GROMACS incorporait la topologie de I’héme et permettait sa fixation a 1’enzyme sans instructions
supplémentaires particulieres. La différence majeure entre les deux champs de force vient de leur
traitement des atomes d’hydrogéne : le champ de force GROMOS est de type « tout uni » et non tout
atome, accélérant énormément les temps de calculs. Ainsi, en réalisant des simulations avec NAMD,
qui utilise le champ de force AMBER (tout atome), je voulais vérifier si les résultats obtenus sous

GROMACS étaient reproductibles.

6.4.1 Utilisation de GROMACS

6.4.1.1 Procédure pour les complexes substrat-enzyme

Pour réaliser la dynamique moléculaire du CYP 2B6 (de I’'un de ses mutants, ou du CYP 2B4)
avec son substrat placé dans son site actif, une procédure en sept étapes, dérivée du tutorial de

J.E. Kerrigan (http://www?2.umdnj.edu/~kerrigje/pdf files/trp_drug_tutor.pdf), a été adoptée :

1. Création des deux fichiers GROMOS pour I’enzyme (un fichier gro contenant les coordonnées
cartésiennes des atomes de la protéine et un fichier top qui décrit toute la topologie de la
protéine, a savoir distances, angles etc.) et ligation de 1’héme par la fonction pdb2gmax.

2. Création des deux fichiers GROMOS pour le substrat par requéte au serveur PRODRG2 (on un
fichier gro de coordonnées cartésiennes et un fichier itp, de similaire au fichier top de I’enzyme
sont alors récupérés).

3. Renumérotation manuelle du fichier gro du substrat puis incorporation en fin de fichier gro de
I’enzyme. Utilisation de la commande #include dans les fichiers fop de I’enzyme pour prendre
en comptes ceux du substrat (fichier itp).

4. Creéation de la boite d’eau par solvatation explicite et neutralisation des charges par des contre-
ions (de 1 a 3 dans le cas des CYP 2B6, et 4 dans le cas du CYP 2B4).

5. Minimisation du systéme (protéine, substrat, solvant et contre ions). La minimisation du
systéme s’arréte lorsqu’il y a convergence du systeme (Fmax < 1000) ou lorsqu’un nombre de

pas fixé par I’utilisateur est atteint (5000 pas).
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6. Equilibration du systéme (20 ps) pour permettre a I’eau de bien diffuser.

7. Dynamique Moléculaire du complexe enzyme-substrat solvaté avec ou sans contraintes.

L’avantage de cette méthodologie est multiple : il n’y a pas besoin de créer le fichier de topologie
pour le substrat, puisque c’est le serveur PRODRG qui s’en occupe, ni de définir la topologie de
I’héme déja présente dans le champ de force GMX, ni de I’attacher au CYP 2B6 car la ligation est
réalisée automatiquement lors de ’utilisation du script pdb2gmx. Néanmoins, dans cette stratégie, la
commande #include présente I’inconvénient de traiter ’enzyme et le substrat dans deux fichiers
séparés : I’application d’une contrainte de distance entre I’héme présent dans un des fichiers de
topologie et le substrat présent dans I’autre fichier de topologie n’était pas réalisable, car le
programme ne peut pas gérer les interactions entre les deux systémes de coordonnées. L utilisation de
contraintes de distance est pourtant intéressante lorsque 1’on désire favoriser une interaction
particuliére (par exemple maintenir le CPA dans 1’environnement de I’héme). Sous GROMACS, cette
contrainte de distance correspond en fait a une pénalité énergéique ajoutée a 1’énergie potentielle,
lorsque la distance entre deux atomes d’une paire spécifiée excéde un certain seuil. Pour pouvoir
utiliser les contraintes de distances dans mes simulations, j’ai ét¢é amené a modifier le protocole de
J.E. Kerrigan, en réalisant une fusion des informations topologiques du CPA et de celles I’enzyme,
dans un seul et méme fichier de topologie. Deux scripts python ont été écrits a cet effet:
Addgro2gro.py permet la renumérotation et la fusion des fichiers gro, Additp2top.py permet de
fusionner le fichier ifp de topologie du substrat au fichier top de topologie de I’enzyme. Non
seulement la troisieme étape de la stratégie devenait désormais automatisée, mais aussi les contraintes

de distances ont pu étre appliquées.

Les différents paramétres utilisés pour la minimisation, I’équilibration et la dynamique sont

détaillés dans ’article.

6.4.1.2 Résultats et analyses des simulations

Un total de 25 simulations a été réalisé selon le nouveau protocole établi, comprenant également
celles du CYP 2B4 en présence et en absence de son substrat. Pour la plupart des mutants, deux types
de simulations ont été calculées : un premier essai de 500 ps pour vérifier si la dynamique s’exécutait
sans erreur, puis une autre simulation exhaustive de 2 ns. Pour le CYP 2B6wt, et les mutants V477F et
V477W, des essais de contraintes de distances appliquées entre le carbone a oxygéner et le fer de
I’héme ont été¢ réalisés. Nous n’avons pas pu observer une différence avec la simulation sans

contrainte, ce qui suggere que le substrat est dans une position d’équilibre favorable dans la poche du



Simulation de MD 249

site actif. Enfin, pour des contraintes de temps de calcul, j’ai réalisé le docking des deux énantiomeres
uniquement pour le CYP 2B6wt, le double mutant 1144V/V477W et le mutant V477Y. Pour ce dernier
mutant, il s’agissait d’expliquer par la dynamique la différence observée lors du remplacement de la
valine en position 477 par un résidu encombrant : une meilleure efficacité catalytique est observée lors
d’un remplacement par une phénylalanine ou un tryptophane, tandis que le remplacement par une
tyrosine entraine une chute de I’activité (cf. Tableau 6.3). Pour chaque simulation, la trajectoire de

celle-ci est alors observée puis analysée.

Outre 1’observation de la trajectoire de la simulation sous VMD, le logiciel GROMACS offre une
panoplie d’outils d’analyse des simulations, permettant de détecter d’éventuelles anomalies
énergétiques au cours de la dynamique, ou vérifier si la durée de cette derniére est suffisante pour que
le systéme atteigne une position d’équilibre. Ces outils permettent également d’analyser des distances,

ou I’évolution des liaisons hydrogéne créée entre le substrat et I’enzyme au cours de la trajectoire.

Stabilité du modeéle. Toutes les simulations sous GROMACS ont été construites dans 1I’ensemble
NPT (Nombre de molécule constant, Pression constante et Température constante). Pour s’assurer du
respect de ces conditions, la fonction g energy de GROMACS a été utilisée pour fournir des
renseignements sur la pression, température, 1’énergie du systéme a chaque « frame » (ou temps'”) de
la simulation. En dehors de 1’énergie potentielle qui évolue logiquement selon la qualité du modele du

complexe de départ, les courbes sont similaires pour toutes les simulations réalisées.

" Dans les simulations de MD conduites sous GROMACS, chaque frame correspond 4 2 femtosecondes.
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Figure 6-2 Exemple de contrdle de la pression durant la dynamique du double mutant CYP 2B6
(I114V/VA4T7TF). La courbe de pression montre une oscillation normale du comportement de la pression autour de
1 bar. Pour plus de clarté, un frame sur 20 est montré.
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Figure 6-3 Exemple de contrdle de la température durant la dynamique du double mutant CYP 2B6
(I114V/VA4TTF). La courbe de température montre une oscillation normale du comportement de la température
autour d’une moyenne de 300K, la température de consigne.
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Figure 6-4 Evolution de de I’énergie potentielle pour le complexe double mutant (I114V/V477W) / CPA.
Dans le cas présent, 1’équilibration du systéme a été obtenue rapidement (~—761 500 kJ/mol).

Mouvements des atomes durant la simulation. Pour controler les fluctuations du squelette du
modele ainsi que de son substrat, la fonction g rms a été utilisée. Celle-ci calcule a chaque temps, le
RMSD entre le squelette peptidique du modele (ou les atomes lourds du CPA) & un temps ¢ et sa (leurs)
position(s) a I’instant initial 7). L’ensemble de ces RMSD forme une courbe comme celles montrées en
figures 1 et 7 de D’article. Ces courbes permettent de voir a partir de quel moment le modele a atteint
un point d’équilibration, et si la dynamique est suffisamment longue. La plupart du temps, cette
position d’équilibre était atteinte aux environs de 500 ps. Les premieres simulations atteignent cette
« limite » des 500 ps : elles ont donc été étendues a 2 ns (soit 4 fois le temps d’atteinte a 1’équilibre).
Par ailleurs, la courbe de RMSD du CPA (figure 7 de ’article) rend compte des mouvements du CPA,
observés lors de la simulation. En effet, au cours de la trajectoire dynamique, il a été observé que le
CPA était moins mobile dans le site du double mutant, ou dans le site du mutant V477F par rapport au
CYP 2B6wt. L’évolution du RMSD au cours du temps est un moyen commode de rendre compte des

mouvements observés sur la vidéo.

Liaisons H formées entre le substrat et I’enzyme. Afin de connaitre les interactions impliquées
entre le CPA et le CYP2B6, nous avons cherché a caractériser le nombre de liaisons hydrogénes

formées entre les deux molécules au cours de la dynamique. La fonction g hbond dans GROMACS a
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permis cette analyse. Par défaut, cette fonction prend une distance de rpy = 2,5 A entre I’atome
donneur D et I’atome accepteur A, ainsi qu’un angle de 0=60° autour des atomes pour trouver leurs
partenaires potentiels (cf. Figure 6-5). Etonnamment, aucune liaison H n’a été observée (méme
transitoirement) entre le CPA et le CYP2B6 quelle que soit la dynamique et quel que soit le mutant
considéré, et ce méme en modifiant les paramétres par défaut du programme. Ce résultat peut
expliquer I’absence d’effets positifs sur 1’affinité pour le CPA dans la série des différents mutants

testés sur la base de la polarité.

Figure 6-5 Relations géométriques utilisé par g hbond. D correspond & I’atome Donneur et A & I’atome
Accepteur. H représente ’atome d’hydrogéne. Par défaut, la distance entre les deux atomes est réglée a rpa= 2,5 A
eta =60°.

Recherche des interactions dans le site actif. Une autre fonction de GROMACS qui a été trés
utile lors de I’étude d’interaction CPA-CYP 2B6, est la fonction g dist. Cette derniére permet de
calculer la distance entre deux atomes tout le long de la dynamique. Cette information de distance
s’est révélée intéressante lorsque j’ai cherché a connaitre 1’évolution de la distance entre 1’atome
d’oxygéne du groupe P=0 du CPA avec les résidus polaires les plus proches dans le site actif. Méme
si aucune liaison H ne se formait, il y avait peut-étre une interaction possible avec les résidus
avoisinant en dehors de la répulsion stéarique exercée par la mutation de la valine 477 par un résidu
« encombrant ». Sous VMD?, cinq résidus polaires intéressants ont été trouvés a environ 10 A du
CPA : la serine 294, le glutamate 301, la thréonine 302 et les phénylalanines 206 et 297 (cf. Figure

6-6). L’évolution de ces distances est montrée sur la Figure 6-7.

% La Figure 6-6 a été obtenue a ’aide du logiciel Pymol.
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Figure 6-6 Représentation du site actif avec les 5 résidus & 10 A du groupe P=0 du CPA : Ser294 (noir),
Glu301 (rouge), Thr302 (vert), Phe206 (jaune) et Phe297 (bleu). Les résidus, I’héme et le CPA sont représentés en
batonnet, tandis que le reste de la protéine est représenté en rubans (logiciel Pymol). Les hélices I, G, F et B’ sont
mentionnées a titre indicatif.
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Figure 6-7 Distances entre 1’atome d’oxygéne du groupe P=0 du CPA avec un atome des résidus avoisinants :
Ser294 (noir), Glu301 (rouge), Thr302 (vert), Phe206 (jaune) ou Phe297 (bleu).
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Cette information nous a permis de révéler 1’existence d’un contact polaire (défavorable) entre le
groupe P=0 du CPA et I'un des oxygenes du carboxylate du résidu Glu301. Comme montré sur la
Figure 6-7, la distance entre les atomes d’oxygene reste relativement constante durant toute la
simulation, et tend méme a diminuer en fin de simulation. La présence de ce contact polaire
défavorable est liée au contexte environnemental du Glu301 qui se retrouve encapsulé entre des
résidus a caractere hydrophobe (cf. article, section discussion). C’est pourquoi, I’atome d’oxygene du
P=0 s’oriente plus volontiers vers le Glu301, plus favorable que son voisinage. Cette interaction peut
par ailleurs étre favorisée en présence d’une molécule d’eau au voisinage (cf. Figure 6-8), qui n’a

malheureusement pas été observée au cours de la dynamique.

o
N+ & 3\

P=0._ AL
/ H H (o)
NS
o
CPA H,O GLU 301

Figure 6-8 Interaction CPA — GLU301 favorisé par la présence d’une molécule d’eau. Les formules du CPA et
du GLU 301 sont partiellement représentées. Les interactions sont représentées par des traits en pointillés.

En résumé, GROMACS a été utilisé pour les expériences de MD dans 1’article, en raison de sa
facilité d’utilisation, sa rapidité d’exécution par rapport aux autres outils disponibles, et aussi pour
I’ensemble des outils qu’il propose pour I’étude des simulations. Néanmoins, GROMACS reste
sensible a la stabilit¢ du modéle de départ. Le programme peut diverger a la suite de « clashs »
survenant lors des processus d’équilibration ou de dynamique moléculaire, et ce, en dépit d’une

minimisation préalable.

Souvent, il a fallu modifier 1égérement la position initiale du CPA dans le site actif avant de
pouvoir relancer correctement 1’ensemble de la dynamique. J’avais d’ailleurs écrit un script pour
générer différentes positions initiales pour le substrat : mais 1’étroitesse du site rend cette approche
souvent non productive, il n’a que peu de marge possible dans le placement initial du substrat dans le

site actif, non rattrapable dans GROMACS.
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6.4.2 Utilisation AMBER7 sous NAMD

Dans le but de vérifier la pertinence et la reproductibilité des résultats de simulation, les
simulations ont été portées sous un autre champ de force, celui d’AMBER?7 utilisé¢ par le logiciel
NAMD. La procédure a suivre pour générer une MD avec cet outil est plus complexe que celle a
suivre pour GROMACS. Néanmoins, il était intéressant de 1’expérimenter, dans la mesure ou le

champ de force AMBER, contrairement 8 GROMOSS87, est un champ de force tout atome.

6.4.2.1 Procédure pour les complexes substrat-enzyme

A D’instar de GROMACS, il faut convertir les fichiers de structures des protéines ou modéles en
fichiers de topologie (.top) et de coordonnées (.crd) afin qu’ils soient lus et traités par NAMD. La
création de ceux-ci nécessite préalablement un travail sur le fichier de structure de la protéine
(définition des extrémités N-terminales et C-terminales de la protéine, réattribution des noms des
atomes et des résidus selon le dictionnaire des librairies ’AMBER ...) ainsi que 1’obtention du fichier

de topologie (.prep ou .frcmod) de la molécule, non présente dans les librairies d’ AMBER.

NAMD ne possede pas de serveur automatique dédié au calcul de topologie des petites molécules.
A la place, il faut utiliser antechamber, un package dédié a la création de topologies pour le champ de
force AMBER. Il existe deux méthodes pour créer la topologie des petites molécules sous
antechamber selon la maniére de calculer et d’attribuer les charges a la molécule (cf. Figure 6-9). La
premi¢re méthode est réalisée par RESP qui effectue un calcul quantique pour reproduire des
potenticls électrostatiques afin d’attribuer les charges a la molécule. La seconde méthode dite
AMIBCC est de nature semi-empirique : elle consiste a calculer les charges partielles dérivées de la
fonction d’onde AMI1, qui sont ensuite corrigées par BCC afin de générer et d’attribuer les charges

partielles.
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Figure 6-9 Organigramme de la procédure & suivre pas a pas pour générer une topologiec AMBER d’une
molécule sous antechamber. Les procédures basiques de calcul des charges sont montrées dans les rectangles en
pointillés (AM1-BCC a gauche et RESP a droite) (Source : Manuel d’antechamber)

Nous avons appliqué la méthode AM1-BCC pour construire la topologie du CPA. Par ailleurs,
NAMD ne connait pas non plus la topologie de I’héme, contrairement 8 GROMACS. Une création de
topologie de 1’héme sous antechamber se voyait donc également nécessaire. A la suite d’une
publication parue en 2005 (Oda et al., 2005), il a été possible d’utiliser une topologie déja existante et

disponible sur le net.

Lorsque les deux fichiers de topologies (.prep ou .frcmod) sont construits, ils peuvent étre utilisés
pour créer les fichiers de topologies et de coordonnées du complexe entier (fichier .top et .crd). Ces
derniers sont construits a I’aide de I’utilitaire Leap, utilisable sous forme de ligne de commandes.

Ainsi, c’est sous Leap que I’utilisateur demande I’attachement de I’héme a la protéine (en précisant sur



Simulation de MD 257

quels atomes cette liaison doit s’opérer) mais aussi la création de la boite de solvatation périodique et

son remplissage par de I’eau et des contre-ions.

Lorsque les fichiers de topologie et de coordonnées sont générés, NAMD peut effectuer la
simulation de MD. Contrairement 8 GROMACS, rien n’est automatisé ici : 1’utilisateur doit définir
lui-méme comment les forces vont étre appliquées au systéme, renseigner sur la taille de la boite ainsi
que les conditions périodiques (par calcul du volume sous VMD) etc. NAMD impose donc un controle
complet des paramétres de la simulation. Les étapes de la simulation sont les mémes que celles
adoptées sous GROMACS : d’abord une étape de minimisation, puis d’équilibration (principalement
en fonction de la température dans un premier temps) et une phase de dynamique moléculaire. Les
paramétres sont également identiques a ceux utilisés lors des simulations de MD sous GROMACS :
température identique a 1’équilibre (300K), solvant explicite, pression constante (1 bar), nombre de pas
et durée de simulation (2 ns) etc. NAMD travaillant en « tout atome » le temps de calcul pour une
méme trajectoire est plus long. Pour cette raison, seules 3 trajectoires ont été simulées sous NAMD
pour comparer avec les résultats de simulations sous GROMACS (avec les deux énantiomeéres) : le

modele sauvage du CYP2B6, le simple mutant V477Y, et le double mutant, 1114V/V477F.

6.4.2.2 Résultats et Analyses des simulations NAMD

Visuellement, les simulations obtenues sous NAMD ne semblent pas si différentes de celles
obtenues sous GROMACS. L’héme semble se déformer un peu plus, mais cette déformation reste
minime. Pour une analyse plus quantitative, nous avons entrepris d’analyser les résultats de simulation
sous NAMD a I’aide des outils de GROMACS présentés plus haut (section 6.4.1.2). Pour cela, il
fallait préalablement transformer les fichiers de trajectoires AMBER (.dcd) en format lisible par
GROMACS (.trr) et également construire un fichier de topologie GROMOS a partir de la structure du
systéme. Pour les trajectoires, cette transformation peut se faire par le logiciel VMD. En revanche, la
topologiec GROMOS ne s’obtient qu’en appliquant le protocole de GROMACS (utilisation du
programme pdb2gmx).

Ces manipulations une fois réalisées, on obtient alors les résultats présentés dans les Figure 6-10

et Figure 6-11.
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Figure 6-10 Evolution du RMSD du CYP 2B6 wild type (en rouge) et CYP 2B6 1114V/V477W (en noir)
durant les 2ns de MD sous NAMD. Dans les deux simulations, un plateau aux alentour de 2 A est atteint aprés 1 ns
de simulation. Ce plateau est plus haut par rapport a celui obtenu sous GROMACS, et est atteint également plus

tard.

Sous le champ de force AMBER, les modé¢les semblent atteindre une conformation stable apres
seulement 1,2 ns, ce qui est nettement plus tardif par rapport aux simulations sous GROMACS ou les
modgles atteignaient leurs conformations stables a 500 ps (cf. Figure 1 de I’article). Par ailleurs, sous
AMBER, le plateau semble moins bien marqué, aux alentours de 2,3 A, alors que sous GROMOS, il
était de 1,7 A. Néanmoins, les simulations sont relativement similaires, dans la mesure ou les modéles
atteignent au final une conformation stable, quel que soit le champ de force utilisé. En fin de
simulation de MD, le RMSD calculé sur le squelette peptidique pour le CYP 2B6wt est de 2,44 A par
rapport a son homologue sous GROMACS, tandis que celui du CYP 2B6dm est de 2,41 A : on obtient

a peu pres les mémes structures d’arrivée pour les deux méthodes.

Ce premier résultat est trés encourageant, puisqu’il confirme que 1’approche par dynamique
moléculaire en solvant explicite est fiable, et indépendamment du champ de force utilisé. Le fait aussi
que les simulations s’équilibrent autour de la méme configuration dénote aussi d’une certaine

reproductibilité des modeles construits pour le CYP2B6 et ses mutants.
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Apres avoir vérifi¢ la stabilité des modeles, la seconde vérification porte sur le comportement du
CPA dans le site actif du CYP 2B6 sauvage et du CYP 2B6 double mutant 1114V/V477W. La Figure
7 de I’article montre justement par 1’évolution des RMSDs du CPA lors de la simulation de MD la
restriction de mobilit¢é du CPA dans le site actif du double mutant par rapport au site actif sauvage.
Cette perte de mobilité pouvait alors expliquer I’augmentation de I’efficacité de son métabolisme dans

le double mutant.
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Figure 6-11 Comportement lors de la dynamique sous NAMD du CPA (énantiomére S dans cet exemple) dans
le site actif du CYP 2B6 wt (en rouge) et CYP 2B6 1114V/V477W (en noir). Comme sous GROMACS, la
tendance des amplitudes est en faveur d’une restriction de mobilité du CPA dans le site actif du double mutant.
Cette tendance est cependant moins marquée que sous GROMACS.

Sous NAMD, les mémes fluctuations du RMSD sont retrouvées, avec différence entre le double
mutant et le sauvage un peu moins marquée que dans 1’expérience sous GROMACS. L’allure générale
est conservée : le CPA semble également dans ces simulations plus contraint, moins mobile dans le
CYP 2B6 1114V/V477TW que dans le CYP 2B6 sauvage. Comme pour les simulations sous
GROMACS, le « décrochage » observé en début de simulation dans le cas du CYP 2B6 double mutant
et les niveaux de RMSD correspondent au repositionnement du CPA. Les différents paliers dans le
RMSD du CPA (S) du CYP 2B6 sauvage (a 700 ps et a 1800 ps) correspondent a des changements

d’orientations du groupe P=0 du CPA : par moment pointant vers I’hélice I, par moment pointant vers
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le coté opposé. Ceci peut trouver une explication dans le fait qu’a part le glutamate en position 301, les
résidus voisins de I’hélice I sont a caractére hydrophobe, sans affinité particuliére pour le groupe
polaire P=0 du CPA : le groupe P=0 subit donc moins de répulsion en face de 1’0 du carboxyle du
GLU 301 que lorsqu’il fait face aux groupements hydrophobes voisins. De ce fait, ce dernier peut se
trouver soit en position défavorable (sauf lorsqu’une molécule d’eau se trouve dans le voisinage, mais
cela n’a pas été observé non plus sous NAMD), tourné vers le GLU 301 soit dans une position
opposée a I’hélice I ou il se trouve la plus grande partie du temps. Dans les deux cas, aucun des deux
positionnements ne semble favoriser une position particulicre du métabolisme (Carbone prés du
groupement NH) plus que I’autre. A noter enfin que ce basculement du CPA est moins prononcé sur
I’énantiomére R, mais la simulation n’est peut étre pas suffisamment longue pour pouvoir observer ce

phénomeéne.

6.5 Conclusion

Dans le cas particulier de cette collaboration entre 1’équipe d’l. de Waziers et la notre, les
méthodes de la bioinformatique structurale ont pu apporter des réponses concrétes aux préoccupations
des cliniciens impliqués dans cette approche de prodrogue activée sous thérapie génique. La
confrontation des simulations et des paramétres cinétiques mesurés a permis en particulier de fournir
des éléments prédictifs pour la conception de nouveaux mutants. L’issue la plus notable de cette
collaboration fut 1’obtention d’un double mutant du CYP 2B6 qui, selon les expériences ex vivo de
cytotoxicité sur des cellules cancéreuses humaines, présente une meilleure affinité ou du moins une
meilleure efficacité sur le CPA : le CYP 2B6 double mutant est donc un candidat a fort potentiel pour

des expériences de thérapie génique qui utilisent le CPA comme agent chimiothérapique.

Par ailleurs, d’autres simulations ont été opérées sur les modeles, visant a confirmer les premiers
résultats. Celles-ci ont été effectuées sous un champ de force et un environnement tres différents. Les
résultats obtenus sont en accord avec ceux décrits dans I’article, prouvant la fiabilité des premiers

résultats obtenus.

L’ensemble de tout ce travail, a la fois expérimental, prédictif, et reproductible permet donc de
dresser un « profil » de site actif de CYP 2B6 adapté au métabolisme du CYP 2B6. Ainsi, les
mutations pour lesquelles une amélioration de I’efficacité catalytique a été observée, correspondent
dans la majeure partie des cas a des résidus positionnés dans une boucle ou une hélice faisant partie du

toit du site actif, a savoir les structures secondaires extrémement variables des P450s : I’hélice F pour
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le mutant L199M, la boucle B—C pour les mutants F107V et 1114V, et enfin le long coude en 3 hairpin
formé de part et d’autre du feuillet C-terminal ([3;) pour les mutations de la série 477. Ces informations
viennent donc compléter les observations et remarques formulées dans les chapitres antérieurs
concernant ces fameuses régions ou il était difficile aussi bien de déterminer que de positionner les
blocs structuraux lors de la reconstruction d’un modéle de CYP. Ainsi, méme si les mécanismes mis
en jeu dans la reconnaissance des substrats ne sont pas encore €lucidés, ces résultats apportent des

renseignements supplémentaires sur les régions impliquées dans la reconnaissance du substrat.

Par ailleurs, le fagonnage du site actif du CYP 2B6 a abouti a de meilleurs résultats par voie
stérique, en respectant les polarités d’origine du site pour ne pas disperser les positions stables du CPA
dans le site actif : la stratégie « polaire » (mutation par des résidus polaires) s’est en effet conclue par
des échecs, probablement en raison d’une dissipation (ou a I’inverse, multiplicit¢) des positions
d’interactions établies avec le CPA, entrainant une diminution de la statistique de positionnement

favorable au métabolisme.

Enfin, le GLU 301 semble jouer un réle important vis-a-vis du CPA. Ainsi, par remplacement de
ce résidu par une Arginine, une Glutamine ou par un groupement hydrophobe, pourrait supprimer le
basculement du CPA et orienter le groupe P=0 vers une position unique a I’opposé¢ de 1’hélice 1. Le cas
d’un triple mutant a donc été soulevé avec nos collaborateurs, mais aucune expérience n’a été entamée

€ncore.

6.6 Article

Les pages qui suivent correspondent a [’article intitulé « Improvement of Cyclophosphamide
Activation by CYP2B6 Mutants : from in Silico to ex Vivo» (en soumission au moment de la

rédaction du manuscrit).
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« Savoir ce que tout le monde sait, ce n’est rien savoir.
Le savoir commence la ou commence ce que le monde ignore.»

Rémy de Gourmont (1858— 1915 ap JC)
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L’objectif de ce travail a été initialement de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués
dans la reconnaissance de substrats par les cytochromes P450, en se servant de I’exemple du CYP3A4.
Il est évident qu’en raison de la complexité du sujet et des moyens mis en ceuvre pour étudier le sujet,
il n’a pas été possible ni question de venir a bout de cette problématique au bout de ces trois années de
these, d’autant plus que de par le monde, je n’étais pas le seul a travailler sur ce sujet: d’autres
équipes étrangeres, avec parfois le soutien de compagnies pharmaceutiques, sont sur 1’étude de cette

superfamille depuis déja plusieurs années.

Je pense néanmoins avoir développé et mis en place les bases d’une méthode suffisamment
précise qui peut apporter quelques éléments de réponse a cette problématique : cette méthode allie a la
fois la recherche et la sélection de séquences de P450s, a leur reconstruction par homologie, méme a
bas taux d’identité. Dans les deux cas, la méthode se base sur des informations structurales, contenues
dans des éléments particuliers et innovants : les CSBs. Afin d’exploiter I’information contenue dans
ces CSBs, I’ensemble de la méthode s’articule autour d’un programme que j’ai développé au cours de
mes trois années de thése : le programme Caliseq. C’est ce dernier qui va permettre le positionnement
optimal des CSBs sur une séquence cible, soit vers un but de production d’alignement de séquences
(pour une construction de modéle par exemple), soit pour une identification de P450s a 1’aide de ces

CSBs utilisés comme signature structurale des P450s.

Pour le moment, c¢’est principalement le travail d’identification de P450s, a savoir la recherche de
séquences de P450s dans un banque de données (ou dans un génome nouvellement séquence) qui a
donné les résultats les plus prometteurs. Les alignements construits suite au positionnement des blocs
n’ont pour leur part pas pu conduire a I’obtention des meilleurs modeles lors de comparaison avec
d’autres méthodes si I’on se base sur le calcul du RMSD entre la structure connue avec le modele.
Sachant que les jeux de femplates utilisées et logiciel de reconstruction (Modeller) sollicité sont les
mémes pour toutes les méthodes utilisées, la principale différence réside donc exclusivement au
niveau de 1’alignement produit. Cet alignement multiple de séquences dépend principalement du
positionnement des blocs sur la séquence cible : si le positionnement des CSBs sur la séquence cible
est mal réalisée, toutes les étapes qui suivent s’en trouvent affectées. Pour le moment, 1’information
structurale (3D) contenue dans les CSBs doit étre transformée en information séquentielle (1D) pour
permettre 1’alignement des blocs sur la séquence cible. Pour ne pas perdre toute 1’information lors de
ce « passage » 3D vers 1D, des profils sont générés. Dans la version finale de Caliseq, ces profils sont

en outre construits a partir d’une matrice de similarité spécifique aux séquences contenues dans les
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blocs, a savoir, ceux des templates de P450s : cela avait pour but d’aider I’alignement de ces profils

sur la séquence cible avec une fonction de score spécifique aux P450s.

De nombreuses méthodes ont été proposées pour améliorer 1’alignement inter-blocs, mais aucune
en revanche n’a été suggérée pour favoriser le positionnement des blocs sur la séquence cible, en
dehors d’un calcul d’une matrice de similarité spécifique aux P450s. Il est donc intéressant en
perspective de faire un tour rapide des informations a « mi-chemin » entre la 3D et la 1D qui n’ont pas
été encore exploitées pour améliorer le positionnement des blocs sur la séquence cible par Caliseq, et

pouvoir trancher sur les incertitudes rencontrées au cours de la thése pour les blocs « flous ».

La premiére idée qui vient a I’esprit est 1’utilisation des éléments de structures secondaires dans
les alignements. Ceux-ci ne seraient pas exploités a la maniére de Matras, comme base pour
I’alignement structural, mais pluté6t comme une information supplémentaire qui seraient incluse ou
non dans le profil. Il conviendrait alors d’appliquer le logiciel DSSP sur les templates, pour avoir les
informations de structures secondaires de ces templates. Concernant la séquence cible, il n’est pas
possible d’attribuer les SSEs dans la mesure ou la structure est censée étre inconnue, mais il est en
revanche possible de les prédire grace a des logiciels comme PSIPRED (Jones, 1999) par exemple.
Lors d’essais de PSIPRED sur les séquences de P450s (dont les structures sont connues) j’ai obtenus
des résultats d’une fiabilit¢ de 50 a 60% en moyenne, ou des décalages d’hélices sont observés par
exemple, entre les SSEs de la structure réelle et ceux prédits par PSIPRED. Au vu de ces résultats, il
parait donc dangereux d’enrichir I’information des blocs par cette information de structure secondaire
prédite sur la structure cible par PSIPRED et fournie des templates a partir de DSSP. Il serait
néanmoins intéressant d’essayer en attendant une amélioration de PSIPRED ou d’un logiciel

équivalent.

L’équipe de JP. Mornon (CNRS UMR 7590) a beaucoup travaillé sur la présence de résidus
hydrophobes cruciaux, a certaines positions spécifiques dans des alignements structuraux, formant des
« amas hydrophobes » lors du repliement. La conservation de repliement des protéines serait liée a la
présence et a la position dans la séquence de ces résidus hydrophobes qui constitueraient le cceur de la
protéine. Ces amas hydrophobes se formeraient dans les tout premiers stades de repliement de la
protéine et guideraient la formation ultérieure des structures secondaires (Papandreou et al., 2004). La
méthode HCA, ou Hydrophobic Cluster of Analysis (Gaboriaud et al., 1987), repose sur la détection et
I’analyse de ces amas hydrophobes et permet entre autres, la comparaison de séquences, méme tres

divergentes. Comme il s’agit ici de comparer des séquences a basse identité de séquence (< 30%), on
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pourrait envisager d’utiliser cette information d’amas hydrophobe dans le positionnement des CSBs
sur la séquence cible. En effet, ces CSBs sont censés contenir 1’information de repliements conservés
spécifiques des P450s : I’utilisation des amas hydrophobes renforcerait peut étre 1’information de

conservation de repliement contenue dans les CSBs.

Ces deux approches (prise en compte des SSEs et des amas hydrophobes) pour améliorer le
positionnement des blocs sur la séquence cible seraient déja intéressantes a étudier. Le positionnement
correct des blocs étant la clef vers la reconstruction de modéles plus précis, il est crucial de trouver des

approches pour I’améliorer.

Lorsque les deux approches seront réellement au point, il sera alors temps de les combiner pour
fournir des éléments de réponse a la problématique posée. En effet, la force de la méthode ne se situe
pas dans les deux approches prises indépendamment —d’autant plus que depuis le début du mois
d’Aoft, une banque spécifique des P450s, appelée CYPED est disponible (Fischer et al., 2007)— mais
dans leur utilisation complémentaire : a terme, 1’objectif consiste a construire une véritable banque de
sites actifs de P450s, a partir des séquences identifiées et reconstruites a partir des CSBs. Cette banque
qui sera mise a disposition de la communauté scientifique (idéalement au travers d’un serveur) peut
servir de base de cibles structurales pour le criblage virtuel des divers composés chimiques ou
médicamenteux, avec dans 1’idéal, la possibilité de faire un tri grossier entre P450 affins et non affins
pour une molécule donnée. Une telle banque peut permettre des comparaisons pour tester des
méthodes rapides de docking en soumettant des molécules connues dont les cibles sont identifiées.
Elle peut aussi fournir des éléments de réponse sur les mécanismes de reconnaissance des substrats par
les P450s. Enfin des expériences de mutations in silico comme ceux opérés dans le modéle du CYP
2B6 pour des expériences de thérapie génique, pourront étre effectuées a partir des modeles de cette

banque.

Pour le moment, je n’en suis pas encore la, dans la mesure ou il faudrait préalablement doter la
méthode d’une automatisation qui réaliserait toutes les étapes entre le positionnement des blocs sur la

séquence cible et la reconstruction et la validation du modéle obtenu a partir de I’alignement.

Par ailleurs, la banque de sites actifs présenterait une valeur ajoutée si elle était congue de maniére
a ce que l'utilisateur puisse soumettre en requéte un composé chimique et récupérer en résultat les
mode¢les de P450s qui présenteraient la meilleure affinité pour ce ligand. Pour cela, il faudrait donc

doter la banque d’un moyen « d’apprentissage » qui en fonction du ligand soumis, décidera quels
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P450s retourner. L’idée que je propose pour répondre a ce probléme est I'utilisation combinée des
méthodes d’apprentissage (comme les SVM pour Support Vector Machine) aux méthodes de
Screening Virtuels a Haut débit. Pour chaque modéle de P450 de cette banque, il faudrait rassembler
dans un premier temps, I’ensemble des ligands du P450 étudié dont les données biochimiques sont
disponibles, puis les séparer en deux groupes (généralement 2/3-1/3), les premiers pour ’apprentissage
et les seconds pour le test. Ces ligands seraient utilisés dans des essais de criblage et le score attribu¢ a
chaque arrimage serait appris par le SVM. Cette étape est importante, dans la mesure ou il faudra
indiquer au SVM s’il a bien appris avec les donnés du premier groupe (distinguer les ligands reconnus
par le P450 des ligands non reconnus en fonction du score). Une fois ’apprentissage effectué, les
ligands du jeu de test seraient alors « dockés » dans chaque P450 et selon le score d’arrimage (et ce
qu’il a appris), le SVM serait en mesure de déterminer si le ligand testé devrait étre reconnu ou non
par le P450 concerné. Par cette méthode, c’est le score d’arrimage qui servira a déterminer les CYPs

qui reconnaissent le ligand soumis.

Ne disposant pas encore de cette banque, j’ai tout de méme fait appel a M. Montes (INSERM
U648), pour des essais de criblage virtuel a haut débit sur certaines structures de P450s disposant d’un
ligand co-cristallisé. L’idée était de vérifier la faisabilité des expériences de docking automatisé sur ce
genre de protéine. Les premiers résultats de docking par divers logiciels de docking (FRED, GOLD,
FLEX, AutoDock) obtenus avec le CYP 2C9*' et son ligand (8-bromo-adenosine-5'-monophosphate)
co-cristallisé (pdb 1r09) n’ont pas abouti aux résultats espérés : un positionnement similaire du ligand
dans le site actif, a celui du cristal X a été observé, mais inversé au niveau de la polarité (I’atome a
métaboliser se retrouvant a I’opposé du fer de ’héme). Nous n’avons pas eu le temps d’explorer
davantage ces méthodes pour le moment. Dans tous les cas, il faudra nécessairement réussir a
reproduire un positionnement de ligand observé dans les cristaux a partir de ces logiciels de docking
dans un premier temps, avant d’envisager un criblage a plus grande échelle. Une fois les premiers tests
avec des données structurales concluants, il sera alors le moment d’expérimenter des données
biochimiques dont on ne dispose d’aucune information structurale. Pour cela, différents
positionnements des ligands seront retenus, et ce n’est plus un score unique d’arrimage qui est appris
pour un complexe (P450-substrat) donné, mais une répartition ou plutot, un intervalle de confiance. Ce
n’est qu’une fois ces expériences validées, que la méthode pourra étre applicable sur une banque de

sites actifs de P450s.

*! Nous avons commencé par le CYP 2C9 dans la mesure ou ¢’était le P450 qui disposait le plus de données
expérimentales (aussi bien structurales que biochimiques).
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Il reste donc beaucoup a faire, et I’issue de la méthode proposée (¢laboration de la banque de sites
actifs, couplée avec un systéme d’apprentissage) ne fournira qu’un outil de travail pour la
problématique posée : les mécanismes de reconnaissances moléculaire par les P450s sont loin d’étre
¢lucidés. Finalement, mon travail de thése a été réellement insignifiant par rapport a la masse de
travail qui reste encore a fournir pour comprendre ces enzymes. Ma pierre posée a I’édifice de la
connaissance des P450s me parait si fragile et anodine. Je suppose que c’est I’état d’esprit de la plupart
des étudiants qui arrivent au terme de leur thése, frustrés de n’avoir pu en faire plus. Je me console
tant bien que mal en me disant que je ne suis pas seul a travailler sur ce sujet, et que cela fait déja plus

d’un demi-siécle que les chercheurs se concentrent sur cette superfamille.
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ANNEXE 1

Le monde merveilleux des protéines

« Pour réaliser quelque chose de vraiment extraordinaire,

commencez par la réver »

Walt Disney (1901 — 1966 ap JC)
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1.1 Généralités

Les protéines sont parmi les principaux types de molécules du vivant (les autres étant les acides
nucléiques, les lipides et les glucides). Dans la cellule elles assurent la grande majorité des fonctions
enzymatiques, et une bonne part des fonctions de maintien de la structure et de transport. Ces protéines

disposent d’une organisation a quatre niveaux :

- Structure primaire : séquence d’acides aminés ;

- Structure secondaire : répartition de certaines structures locales réguliéres nommées
structures secondaires (hélice O et feuillet ) ;

- Structure tertiaire : organisation dans 1’espace comprenant ’interaction entre eux des
¢éléments de structure secondaire ;

- Structure quaternaire : organisation spatiale de monomeres (protéines multimériques).

1.2 Les composants de la protéine : les acides amin  és

1.2.1 Structure générale d’'un acide aminé

Au nombre de 20 (si on ne compte que les acides aminés naturels terrestres), les acides aminés
sont les constituants de la protéine (ou du peptide). IIs sont composés d’un atome de carbone central
(Cg) chiral le plus souvent (exception de la glycine), li¢ a un groupe aminé (NH,), a un groupe
carboxylique (COOH), a un atome d’hydrogéne (H,) et a un des 20 groupements chimiques différents

appelés chaines latérales (cf. Figure A 1-1 et Figure A 1-2).

Primary protain strueclure
is saquence of a chain of amine acids

Amino Acid

Figure A 1-1 Schéma simplifié d'une séquence primaire d’une protéine. R correspond & n’importe quelle
chaine latérale parmi les 20 existantes. Les acides aminés sont reliés entre eux par des liaisons peptidiques.
(source : http://www2.lifl.fr/~touzet/BI/TP2)
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OH
HZN/\"/

0

Acide L-glutamique (Glu / E) L-Glutamine (GIn/ Q)  Glycine (Gly / G)

~ f‘NHE

L-Phénylalanine (Phe / F) L-Proline (Pro / P) L-Sérine (Ser/ S)
(_H\) ~._AH
~ L
fi“‘\/l”H H(
H:_[ b, H. N,_. T/DH
H N.--".: m‘n/.-UH ‘ G'
O
L-Thréonine (Thr / T) L-Tryptophane (Trp / W) L-Tyrosine (Tyr/Y) L-valine (val / V)

Figure A 1-2 Formules chimiques des 20 acides aminés avec leur code a 3 lettres et a une
lettre.

Les résidus et leurs fonctions chimiques différentes conférent aux protéines leur diversité
fonctionnelle. Les protéines sont des chaines polypeptidiques ou le groupe a-carboxylique d’un acide
aminé est reli¢ au groupe 0-aminé de 1’amino-acide suivant par une liaison peptidique (—CO-NH-).
Les protéines naturelles sont généralement constituées de 50 a 2000 résidus d’acide aminé (Stryer,
1994). La chaine non ramifiée des résidus est polarisée de I’extrémité aminée (extrémité NH,
terminale) a I’extrémité carboxy-terminale (COOH). La chaine d’atome répétant réguliecrement les
liaisons peptidiques se nomme le squelette peptidique (ou carboné si seuls les C, sont pris en compte).
La liaison peptidique est rigide et plane en raison du caractére partiel de double liaison —CO-NH-,

mais des rotations sont possibles autour des autres liaisons (C,~CO et NH— Cy).
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1.2.2 Propriétés générales des acides aminés

Aliphatiques

--Chargés

négativement

positivement

Aromatiques

| Hydrophobe |

Figure A 1-3 Diagramme de Venn des propriétés des acides aminés.

1.2.2.1 Solubilité

La plupart des acides aminés subissent facilement la solvatation par les solvants polaires tels que
I'eau, ou l'alcool (particuliérement proline et hydroxyproline) dans lesquels ils sont solubles. D'autre
part, les acides a-aminés sont solubles, mais a moindre degré dans les solvants non polaires. Il est
important de retenir que cette solubilité est largement dépendante des propriétés de la chaine latérale:
la solubilité diminue avec le nombre d'atomes de carbone du radical, mais inversement augmente si ce

radical R est porteur de fonctions polaires (NH2, COOH) ou hydrophiles (OH).

1.2.2.2 Propriétés ioniques
Les acides aminés contiennent un groupement carboxyle -COOH acide et un groupement
amino -NH, basique. En solution, ces groupements existent sous deux formes, l'une chargée, 'autre
neutre :
-+
R-COOH ; R-COO +H

+ +
R-NH3 ;R-NH2 +H

Les acides aminés sont appelés pour cette structure diionique amphotéres. L'ionisation varie avec

le pH : les acides aminés existent, en solution aqueuse, sous 3 formes possibles :
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a) en milieu acide: La fonction amine s'ionise en captant un proton et la dissociation du
carboxyle est inhibée. L'acide aminé se trouve sous forme de cation.
b) en milieu basique La fonction acide s'ionise en libérant un proton, la base du milieu bloque
l'ionisation du groupement amino. L'acide aminé se trouve sous forme d'anion.
¢) Le pH pour lequel les 2 dissociations s'effectuent est appelé point isoélectrique : ou pH;. A ce
pH, on a un ion dipolaire ou zwitterion de charge nette nulle, donc ne migrant pas dans un

champ électrique.

De part et d'autre du pH;, on définit des pH qui correspondent a une demi-dissociation de COOH
et de NH;", ce sont les pK,. Il existe donc 2 pK :

* le pK de COOH (environ 2 — 3)

* le pK de NH;" (environ 10)

Le point (ou pH) isoélectrique ou isoionique est ¢gal a la demi somme des pKs. Le radical R,
lorsqu'il renferme un groupe ionisable, participe a la valeur du point isoélectrique. Un pK
supplémentaire apparait alors. Par exemple pour I'histidine :

* pK; acide

* pK, demi dissociation du groupe imidazole

* pK; amine

1.2.2.3 Propriétés des chaines latérales

Les interactions entre atomes de chalnes latérales et celles entre atomes du squelette
polypeptidique sont responsables du repliement des protéines et de sa stabilité. On observe trois types
de liaisons non covalentes dans les protéines : (a) les liaisons hydrogénes, (b) les interactions de Van
der Waals et (c) les interactions électrostatiques. La liaison hydrogéne est formée lorsqu’un atome
d’hydrogene est partagé entre un donneur d’hydrogene (I’atome lié covalemment a 1’hydrogéne) et un
accepteur d’hydrogene. Les liaisons électrostatiques interviennent entre atomes chargés positivement
et négativement. Enfin, les liaisons de Van der Waals sont des liaisons de type dipdle induit — dipole
induit : une asymétrie passagére de charge autour d’un atome (possible parce que la distribution
électronique de charge autour d’un atome évolue avec le temps) induit une asymétrie opposée dans un
atome adjacent : ils s’attirent alors mutuellement. Les liaisons de Van der Waals sont plus faibles que
les liaisons hydrogéne ou électrostatiques, mais elles sont efficaces en grand nombre. Ces liaisons sont

les principales responsables du repliement des protéines.
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Enfin, I’encombrement stérique joue également un role dans la structure des protéines car lorsque
la chaine protéique s’enroule, une chaine latérale encombrante peut empécher une courbure forte. La
répulsion des atomes est provoquée par le recouvrement des nuages électroniques lorsque les atomes
se rapprochent. Les liaisons covalentes inter-résidus — sous forme de points disulfures entre les résidus
cystéines — permettent une meilleure stabilité pour les protéines qui sortent de I’environnement

cellulaire (Brandon et Tooze, 1999).

1.3 Propriétés structurales des protéines
1.3.1 Détermination

1.3.1.1 La Radiocristallographie aux rayons X

La cristallographie aux RX est la méthode de choix pour résoudre la structure atomique des
protéines. La premiére structure déterminée par cristallographie fut la myoglobine : elle a été
déterminée par M. Perutz et Sir J.C Kendrew en 1958 (Kendrew et al., 1958, Prix Nobel de Chimie en
1959). Cette méthode s’appuie sur la diffraction des RX par les électrons dans un cristal. Le principe
repose sur un concept simple : les RX diffractés par les différents « plans » réticulaire du cristal seront
en phase a différents angles d’incidence selon la longueur d’onde du rayonnement (obtention de la
distance entre ces plans par interférence). Le nuage électronique des atomes lourds (la « densité
¢électronique ») est déterminé par cette méthode. La seconde étape consiste a placer les atomes
correctement dans cette densité électronique par des techniques de modélisation moléculaire. La
limitation la plus importante de la cristallographie est 1’obtention d’un cristal de protéine, opération

difficile voir impossible, notamment pour les protéines membranaires pour les protéines flexibles.

1.3.1.2 La Résonance Magnétique Nucléaire

La RMN permet d’obtenir la structure des protéines en solution. Plusieurs paramétres
géométriques peuvent &tre calculés sur la structure protéique, comme les angles de torsion par la
mesure du couplage scalaire, ou bien les distances entre atomes (hydrogéne généralement) via la
mesure du couplage dipolaire (Nuclear Overhauser Effect ou NOE). Ces derniéres mesures étant
sensibles a la dynamique de la protéine, elles peuvent donner une indication sur celle-ci. Les
contraintes de distances entre atomes obtenues par RMN sont utilisées lors de calculs de dynamique
moléculaire afin d’approcher la structure de la protéine (et sa dynamique). Une des limitations de la

RMN porte sur la taille de la protéine a analyser.
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1.3.2 Arrangement structural

1.3.2.1 Le repliement

En théorie, une protéine pourrait adopter plusieurs conformations mais concrétement, la plupart se
replie spontanément dans une forme stable particuliere et unique. Cette forme particuliére provient du
fait que les groupes polaires du squelette peptidique et les chaines latérales interagissent entre eux et
aussi avec 1’eau. Ainsi, certaines conformations ont plus d’interactions stabilisantes que d’autres et
sont donc favorisées (Alberts et al., 1994). Le paradigme du rapport entre la séquence protéique et sa
structure tridimensionnelle provient des études de C. Anfinsen sur la ribonucléase (Anfinsen, 1973). 11
a déterminé qu’une protéine repliée aléatoirement est inactive et que les protéines isolées en solution
peuvent retrouver leur conformation active originale aprés dénaturation. La conclusion était donc que
toute I’information nécessaire au repliement d’une protéine devait étre inhérente a 1’ordre des acides
aminés (Alberts et al., 1994). D’autres études ont également tiré les mémes conclusions, menant a la
théorie générale que la séquence des acides aminés d’une protéine spécifie sa conformation (Stryer,
1994). 11 est intéressant de noter que sur 1I’ensemble des séquences possibles, la population des
différents repliements est limitée, 9 repliements représentent 46% des protéines d’une base de données
non redondante (Thornton et al., 1995). Pour résumer, en environnement aqueux, le repliement des
protéines est conduit par la tendance des résidus hydrophobes a étre exclus de 1’eau. Les résidus et les
groupes polaires du squelette peuvent interagir entre eux dans le coeur hydrophobe et avec 1’eau a
I’extérieur. Le repliement des protéines destinées aux environnements non aqueux, par exemple les
protéines membranaires, diffeére car les résidus non polaires ne doivent plus forcément se trouver dans

un ceeur hydrophobe.

1.3.2.2 L’organisation de la structure des protéines

Outre les quatre niveaux d’organisation décrits précédemment, d’autres niveaux sont souvent
ajoutés a cette hiérarchie. Par exemple, on définit les structures super-secondaires (supersecondary
structures) ou les domaines.

- Les structures secondaires sont des conformations locales et périodiques présentes dans les
protéines. Les hélices alpha et les brins béta — ces dernier étant associés par paires ou plus de
maniére parallele ou anti-paralléle — en sont les plus fréquences. Ces structures locales sont
stabilisées par des liaisons hydrogenes. Elles sont aussi nommées structures périodiques car
elles sont caractérisées par une répétition de valeur d’angles (@) ou (a,T) proches. L’hélice a
la plus fréquente est une hélice droite comportant 3,6 résidus par tour. Elle est stabilisée par

des liaisons hydrogeéne, entre le groupe CO du résidu i et le groupe NH du résidu i + 4 (cf.
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Figure A 1-4 A et B). D’autres hélices droites existent telles les hélices 3-10 et les hélices pi.
Les hélices gauches sont trés peu fréquentes. Dans le feuillet (3, les liaisons hydrogénes
établies mettent en jeu des régions distantes. Les brins 3 sont donc généralement organisés en
feuillets 3 paralleles ou antiparalléles (cf. Figure A 1-4 C), mais des coudes « béta » peuvent
aussi se former. Les résidus qui n’appartiennent pas a une structure locale de ces types sont
dits organisés en boucle. Tous ces termes (hélices O, brins/feuillets ) sont par la suite

regroupés sous le terme de Secondary Structure Elements (SSE).

(A)
(Hélice étalée)
pont hydrogéne
i f E_ﬁ'ﬁ i
FN-C-CN-C-C-N-G-CN-C-CN-C-C-N-
I [ | 1 11 8 [}
R OHHOLR |HH
0,54nm " “pont hydrogene
R Nt ct R
R plan de Ia liaison
| peptidique
Structure Orientation Ponts
secondaire de la hydrogénes
rotation (traits gris)
(& main droite)
(B) ) f
pi helix alpha helix 3-10 helix s J
(right hand) R R
Ct Nt

Figure A 1-4 Structures secondaires — Pour les trois figures, les traits pointillés indiquent les liaisons
hydrogeénes. (A) hélice a (source : http://pages.usherbrooke.ca/bcm-514-bl/2b.html); (B) trois types d’hélice
(source : http://www.imb-jena.de/IMAGE.html); (C) Brins et feuillets . Les chaines latérales (R) se répartissent
de part et d’autre du feuillet. (source : http://sti-bio.scola.ac-paris.fr/pedago/proteines/html/structure_prot.html)

- Les structures super-secondaires (Rao et Rossmann, 1973 ; Richardson, 1981) sont des
organisations de structures secondaires récurrentes dans les protéines. Elles se situent donc

entre les niveaux de structure secondaire et tertiaire. Certaines des plus connues sont les
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motifs Baf ou deux brins B paralléles sont reliés par une hélice o et les motifs en épingle a
cheveux (B hairpin et O hairpin).

- Entre ce denier niveau et les structures tertiaires se trouvent ¢galement les domaines. La
définition du terme domaine est délicate et n’est pas consensuelle. Un domaine structural est
défini comme étant une unité compacte qui pourrait étre stable indépendamment méme si cela
n’a pas été prouvé expérimentalement (Rose, 1979). Néanmoins, les résidus d’un domaine
structural partagent plus de contact entre eux qu’avec d’eux d’un autre domaine. Le terme de
domaine fonctionnel est 1i¢ a la notion de site fonctionnel (par exemple site de fixation d’une
molécule). Les domaines fonctionnels sont plus restreints en terme d’étendue et de nombre de

résidus et peuvent étre localisés a I’interface des domaines structuraux.
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Fichier, Format et Exemples

« Sans exemple, on ne peut renseigner correctement. »

Columelle (1° siecle ap JC)
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2.1 Format standard des fichiers de séquences et de structures

A T’image des banques, il existe une multitude de format utilisé pour présenter les données
sources. Certains sont bien entendu plus utilisés que d’autres suivant le besoin : ils ne sont pas égaux
en termes d’informations. Durant ma thése, j’ai principalement utilisé trois types de format : deux pour

les séquences et la derniére pour les structures.

2.1.1 Les formats FASTA et CLUSTAL pour les séquen ces

2.1.1.1 Le format FASTA

Le format fasta est un forma basé sur du texte pour représenter soit une séquence nucléique soit
une séquence protéique, dans lesquelles chaque base (ou résidu) est représenté par un code a simple
lettre. Ce format permet également de renseigner la séquence sur son nom ou toute sorte de
commentaire dans un champ spécial précédent la séquence. C’est un format simple qui le rend tres
facilement manipulable par des scripts de « parsing ». Une séquence au format fasta commence
toujours par une ligne unique de description (appelé header), suivi par des lignes de données de
séquences. La ligne de description se distingue des lignes de données de séquences par le symbole
«>» (chevron) a la premiére colonne. Tout ce qui suit ce symbole sur cette ligne est considéré comme
description. On a coutume de placer juste aprés le chevron I’identifiant de la séquence. En principe, il
ne devrait pas y avoir d’espace entre le chevron et I’identifiant. Il n’y a pas de taille limite pour cette
premicre ligne, mais on recommande généralement de mettre un texte inférieur a 80 caractéres. La
séquence est considérée enti¢re lorsqu’on atteint la fin du fichier ou qu’une autre ligne débute par le

chevron, indiquant la présence d’une nouvelle séquence.

>gi|117205|sp|P20813|CP2B6_HUMAN Cytochrome P450 2B 6 (CYPIIB6) (P450 I1B1)
MELSVLLFLALLTGLLLLLVQRHPNTHDRLPPGPRPLPLLGNLLQMDEREHLRFREKYGDVFTVHL
GPRPVVMLCGVEAIREALVDKAEAFSGRGKIAMVDPFFRGYGVIFANGNRRFSVTTMRDFGMGKR
SVEERIQEEAQCLIEELRKSKGALMDPTFLFQSITANIICSIVFGKRFHYQEFLKMLNLFYQTFSLIS
SVFGQLFELFSGFLKYFPGAHRQVYKNLQEINAYIGHSVEKHRETLOHISABTYLLHMEKEKSNAH
SEFSHQNLNLNTLSLFFAGTETTSTTLRYGFLLMLKYPHVAERVYREIGRNRPPELHDRAKMPYTE
AVIYEIQRFSDLLPMGVPHIVTQHTSFRGYIIPKDTEVFLILSTALHDPIFEKPDAFNPDHFLDANGAL
KKTEAFIPFSLGKRICLGEGIARAELFLFFTTILQNFSMASPVAPEDIDEQECGVGKIPPTYQIRFLP
R

>0i|85544275|pdb|2BDM|A Chain A, Structure Of Cytoc hrome P450 2b4 With Bound Bifonazole
MAKKTSSKGKLPPGPSPLPVLGNLLQMDRKGLLRSFLRLREKYGDVGSRFVVVLCGTDAIREALYV
DQAEAFSGRGKIAVVDPIFQGYGVIFANGERWRALRRFSLATMRDF&WEERRQEEARCLVEELRK
SKGALLDNTLLFHSITSNIICSIVFGKRFDYKDPVFLRLLDLFFQSFSLISFSSQVFELFSGFLKYFPG
THRQIYRNLQEINTFIGQSVEKHRATLDPSNPRDFIDVYLLRMEKDKSEBFSHQNLILTVLSLFFAG
TETTSTTLRYGFLLMLKYPHVTERVQKEIEQVIGSHRPPALDDRAKMIMHEIQRLGDLIPFGVPH
TVTKDTQFRGYVIPKNTEVFPVLSSALHDPRYFETPNTFNPGHFLDANRNEGFMPFSLGKRICLGE
GIARTELFLFFTTILONFSIASPVPPEDIDLTPRESGVGNVISYOIRFLARHHH

Figure A 2-1 Exemple de format fasta
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Aprés la ligne de description, un ou plusieurs commentaires peuvent apparaitre sous forme de
colonne. Comme la plupart des BDD ne reconnaisse pas ces commentaires, leur utilisation s’est vu
disparaitre, alors qu’elles font partie de la nomenclature officielle de ce format. Concernant
I’extension de fichier, les fichiers au format fasta arborent généralement les
extensions .fasta, .fsa, .fna, .fa ou encore .mfa. Une derniére remarque concerne la partie
« identifiant » de la séquence au niveau de la premiére ligne. Cette partie est maintenant codifiée

comme il apparait en Figure A 2-2.

GenBank gi| gi - nunber |gb| accession| | ocus
EMBL Data Library gi| gi - nunmber |emb| accessi on| | ocus
DDBJ, DNA Database of Japan gi| gi - nunber |dbj| accession| | ocus
NBRF PIR pir|| entry

Protein Research Foundation prfl| nanme

SWISS-PROT sp| accessi on| nanme

Brookhaven Protein Data Bank (1) pdb| entry| chain

Brookhaven Protein Data Bank (2) entry: chai n|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
Patents pat|country|numb er

Genlnfo Backbone Id bbs|number

General database identifier gnl|databaselide ntifier

NCBI Reference Sequence reflaccession|lo cus

Local Sequence identifier Icl|identifier

Figure A 2-2 Nomenclature de la partie « identifiant »

2.1.1.2 Le format d’alignement Clustal

Il s'agit d'un format standard d'alignement de séquences nucléotidiques ou protéiques. C'est le
format de sortie de l'outil d'alignement multiple Clustalw. Le mot CLUSTAL figure sur la premicre
ligne du fichier. L'alignement est divisé en bloc de longueur fixe ou chaque ligne de ce bloc
correspond a une séquence. Chaque ligne de chaque bloc commence avec le nom de la séquence (sur
un nombre de caractéres limité, maximum 10), suivi d'au moins un espace. La séquence est ensuite
représentée: en majuscules ou minuscules, les gaps sont indiqués par des tirets hauts "-". Le nombre
de résidus est parfois ajouté a la fin de la premiére ligne de chaque bloc. Un exemple de format Clustal

est présenté en Figure A 2-3.

CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment
1

60
TRGJ1_ 01  ----eeeeeee- GAATTATTATAAGAAACTCTTTG GCAGTGGAACAACACTGGTTGTCAC
TRGJ2_01  ----memeeee- GAATTATTATAAGAAACTCTTTG GCAGTGGAACAACTCTTGTTGTCAC
TRGJP_O01 TGGGCAAGAGTTGGGCAAAAAAATCAAGGTATTTGTCCCGGAACAAAGCTTATCATTAC
TRGJP1_01  -------- ATACCACTGGTTGGTTCAAGATATTTG CTGAAGGGACTAAGCTCATAGTAAC
TRGJP2_01  -------- ATAGTAGTGATTGGATCAAGACGTTTG CAAAAGGGACTAGGCTCATAGTAAC

*k kkkk *k kk ok Kk kK k%

61 68
TRGJ1_01 AG------
TRGJ2_01 AG------
TRGJP_01 AG------
TRGJP1_01 TTCACCTG
TRGJP2_01 TTCGCCTG

Figure A 2-3 Exemple de format Clustal
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2.1.2 Le format PDB pour les structures

Le format le plus couramment observé pour les structures est le format pdb, format original de la
banque. Le guide de ce format a été révisé a plusieurs reprises ; la version actuelle est la version 2.2,
qui existe depuis 1996. Les fichiers au format pdb contiennent différentes informations telles que les
coordonnées cartésiennes des atomes, la bibliographie, les informations structurales, les facteurs de la
structure cristallographique et les données expérimentales de la RMN. A 1’origine, le format pdb a été
dicté par I’utilisation et la largeur de cartes perforées pour ordinateur. En conséquence, chaque ligne
contient exactement 80 caractéres. Un fichier au format pdb est un fichier texte ou chaque colonne
posséde sa signification : chaque paramétre est positionné de fagon immuable. Ainsi, les 6 premiéres
colonnes, c’est-a-dire les 6 premiers caractéres pour une ligne donnée, déterminent le champ du fichier.
On retrouve par exemple les champs « TITLE » (c'est-a-dire le titre de la macromolécule étudice),
« KEYWDS » (les mots-clé de I’entrée), « EXPDTA » qui donne des informations sur la méthode
expérimentale employée, « SEQRES » (la séquence de la protéine étudice), « ATOM _» ou
«HETATM », champs comprenant toutes les informations liées & un atome particulier. Dernier
exemple, dans ces derniers champs, le nom de I’atome est décrit par les colonnes 13 a 16 (soit du
treiziéme au seizieme caractere de la ligne). Les lignes « ATOM__ » concernent les acides aminés ou
les acides nucléiques, et les lignes « HETATM » sont dédiées aux autres molécules (solvant, substrat,
ion, détergent...). Il y a autant de lignes « ATOM__ » et « HETATM » que d’atomes observés par

I’expérimentateur, pour une macromolécule ou un complexe donné.

La longue histoire du format pdb a abouti sur des données non uniformes. Ce format laisse
également la place a de nombreuses erreurs, qui ne sont pas systématiquement éliminées lors des
contrdles accompagnant le dépot des structures. Il peut s’agir de désaccords entre la séquence et les
résidus représentés, ou de problémes liés a la nomenclature des atomes des acides aminés ou des
ligands. Par ailleurs, ce format présente des limites liées a sa conception méme : le fait méme qu’il ne
puisse contenir que 80 colonnes fait de lui un format relativement restrictif. Le nombre maximum
d’atomes d’un fichier pdb est de 99999, vu qu’il n’y a que 5 colonnes allouées pour les numéros des
atomes. De méme le nombre de résidus par chaine est au maximum de 9999 : il n’y a que 4 colonnes
autorisées pour ce chiffre. Le nombre de chaines, lui, est limité a 62 : une seule colonne est disponible,
et les valeurs possibles sont une des lettres des 26 lettres de 1’alphabet, en minuscule ou en majuscule,
ou un des chiffres de 0 a 9. Quant ce format a été défini, ces limitations ne semblaient pas restrictives,
mais elles ont plusieurs fois ét¢ franchies lors du dépdt de structures extrémement grandes, comme des

virus, des ribosomes ou des complexes multienzymatiques.
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HEADER OXIDOREDUCTASE 1 7-JUN-04 1TQN
TITLE CRYSTAL STRUCTURE OF HUMAN MICROSOMAL P45 0 3A4
COMPND MOL_ID: 1;

COMPND 2 MOLECULE: CYTOCHROME P450 3A4;

COMPND 3 CHAIN: A;

COMPND 4EC:1.14.14.1;

COMPND 5 ENGINEERED: YES

SOURCE MOL_ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS;

SOURCE 3 ORGANISM_COMMON: HUMAN;

SOURCE 4 GENE: CYP3A4,

SOURCE 5 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI;

SOURCE 6 EXPRESSION_SYSTEM_COMMON: BACTERIA;

SOURCE 7 EXPRESSION_SYSTEM_STRAIN: DH5 ALPHA;

SOURCE 8 EXPRESSION_SYSTEM_VECTOR_TYPE: PLASMID;

SOURCE 9 EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID: PSE3A4DHHIS

KEYWDS P450, CYP3A4, MONOOXYGENASE, DRUG METABOLIZING ENZYME,
KEYWDS 2 OXIDOREDUCTASE, HEME

EXPDTA X-RAY DIFFRACTION

AUTHOR J.K.YANO,M.R.WESTER,G.A.SCHOCH,K.J.GRIFFI N,C.D.STOUT,
AUTHOR 2 E.F.JOHNSON

REVDAT 2 14-SEP-04 1TQN 1 JRNL

REVDAT 1 27-JUL-041TQN O

JRNL AUTH J.K.YANO,M.R.WESTER,G.A.SCHOCH,K J.GRIFFIN,
JRNL AUTH 2 C.D.STOUT,E.F.JOHNSON

JRNL TITL THE STRUCTURE OF HUMAN MICROSOMA L CYTOCHROME P450

JRNL  TITL 2 3A4 DETERMINED BY X-RAY CRYSTALL OGRAPHY TO 2.05-A
JRNL  TITL 3 RESOLUTION

JRNL  REF J.BIOL.CHEM. V. 279 38091 2004

JRNL  REFN ASTM JBCHA3 US ISSN 0021-9258

REMARK 1

[..]

SEQRES 1A 486 MET ALA LEU TYR GLY THR HIS SER HIS GLY LEU PHE LYS
SEQRES 2 A 486 LYS LEU GLY ILE PRO GLY PRO THR PRO LEU PRO PHE LEU
SEQRES 3 A 486 GLY ASN ILE LEU SER TYR HIS LYS GLY PHE CYS MET PHE
SEQRES 4 A 486 ASP MET GLU CYS HISLYS LYS TYR GLY LYS VAL TRP GLY
SEQRES 5A 486 PHE TYR ASP GLY GLN GLN PRO VAL LEU ALA ILE THR ASP
SEQRES 6A 486 PRO ASP MET ILE LYS THR VAL LEU VAL LYS GLU CYS TYR
SEQRES 7 A 486 SER VAL PHE THR ASN ARG ARG PRO PHE GLY PRO VAL GLY
SEQRES 8 A 486 PHE MET LYS SER ALA ILE SER ILE ALA GLU ASP GLU GLU
SEQRES 9 A 486 TRP LYS ARG LEU ARG SER LEU LEU SER PRO THR PHE THR
[.-]

ATOM 1 N HISA 28 -30.070 8.178-13. 891 1.00 62.96 N
ATOM 2 CA HISA 28 -29.618 8.226-15. 315 1.00 62.61 c
ATOM 3 C HISA 28 -28.098 8.416-15. 437 1.00 60.27 c
ATOM 4 O HISA 28 -27.574 9.544-15. 459 1.00 60.60 o
ATOM 5 CB HISA 28 -30.349 9.350 -16. 065 1.00 65.70 c
ATOM 6 CG HISA 28 -31.223 8.866-17. 185 1.00 68.78 c
ATOM 7 NDLHISA 28 -32.203 7.912-17. 008 1.00 70.34 N
ATOM 8 CD2HISA 28 -31.276 9.222-18. 492 1.00 70.01 c
ATOM 9 CE1HISA 28 -32.823 7.701-18. 158 1.00 69.94 c
ATOM 10 NE2HISA 28 -32.281 8.484-19. 074 1.00 70.77 N
ATOM 11 N SERA 29 -27.405 7.284-15. 471 1.0056.14 N
ATOM 12 CA SERA 29 -25961 7.227-15. 632 1.00 50.52 c
HETATM 3801 C1D HEM A500 -15.561 -22.334 -8. 362 1.00 36.10 c
HETATM 3802 C2D HEM A500 -15.431 -21.280 -7. 478 1.00 36.32 c
HETATM 3803 C3D HEM A500 -15.279 -20.141 -8. 213 1.00 36.60 c
HETATM 3804 C4D HEM A500 -15.329 -20.563 -9. 563 1.00 35.03 c
HETATM 3805 CMD HEM A 500 -15.447 -21.345 -5. 937 1.00 35.22 c
HETATM 3806 CAD HEM A 500 -15.092 -18.715 -7. 649 1.00 33.19 c
HETATM 3807 CBD HEM A500 -13.578 -18.419 -7. 435 1.00 36.93 c
HETATM 3808 CGD HEM A500 -13.146 -17.057 -6. 844 1.00 38.80 c
HETATM 3809 O1D HEM A500 -12.106 -16.955 -6. 219 1.00 40.03 o
HETATM 3810 02D HEM A 500 -13.867 -16.061 -7. 005 1.00 39.63 o
HETATM 3811 O HOH 1 -17.896-22.802 -11. 166 1.00 39.05 o
HETATM 3812 O HOH 2 -30.465-23.810 -12. 844 1.00 47.23 o
HETATM 3813 O HOH 3 -19.375-19.692 -9. 011 1.00 54.56 o
HETATM 3814 O HOH 4 -19.657 -17.459 -10. 200 1.00 59.14 o
HETATM 3815 O HOH 5 -20.277-10.689 -11. 676 1.00 37.63 o
HETATM 3816 O HOH 6 -25.143-21.181-18. 039 1.00 28.45 o
HETATM 3817 O HOH 7 -25.255-18.716 -10. 661 1.00 37.59 o
HETATM 3818 O HOH 8 -16.940-10.863 -5. 739 1.00 45.76 o
[..]

CONECT 3806 3803 3807

CONECT 3807 3806 3808

CONECT 3808 3807 3809 3810

CONECT 3809 3808

CONECT 3810 3808

MASTER 320 0 124 9 0 0 6 3999 1 45 38

END

Figure A 2-4 Exemple de fichier PDB (Source 1TQN). Le fichier a été sectionné en raison de son volume.
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A noter que certains logiciels qui ont été utilisés dans ce travail de thése, comme SYBYL,
admettent également un autre type de format pour les structures : le format MOL2. Il s’agit d’un
format de coordonnées beaucoup plus compléte et précise que celle de PDB. Toutefois, comme les

structures de la PDB sont données au format PDB, les formats MOL2 n’ont pas été utilisés.
2.2 Format spécifique a certains logiciels

Les formats de fichier présentés précédemment sont les plus utilisés en bioinformatique. La
plupart des logiciels sont en mesure de lire et d’interpréter les séquences ou les structures écrites sous
ces formats. Toutefois, certains programmes nécessitent des informations supplémentaires qui doivent
étre renseignées dans un méme fichier que les séquences ou les structures. Pour cela, de nouveaux
formats spécifiques a certains programmes sont dérivés des formats standards. C’est le cas par
exemple pour le logicielle Modeller qui utilise un format particulier de séquence, dérivé du format

FASTA.

2.2.1 Format d’'alignement de séquence de Modeller

Le fichier d’alignement pour Modeller s’apparente beaucoup a un fichier de séquences au format
FASTA. En entéte, le chevron est suivit du symbole « P1 ; » puis du code PDB de la structure. En
seconde ligne, juste aprés 1’entéte, un champ spécial est utilisé par Modeller pour déterminer la
«nature » de la séquence qui suit: s’agit-il d’une séquence de template ou de la séquence cible a
reconstruire. Dans le premier cas, le mot clef « structureX » doit apparaitre pour désigner les structures
de références, suivi de la correspondance entre les résidus de la séquence et ceux de la structure : il
faut donc indiquer le numéro de résidu de début et de fin (ainsi que la chaine d’appartenance)
correspondant dans le fichier PDB. Chacune de ces informations sont séparés par un délimiteur de
champs : «:». Modeller est trés pointilleux sur cette délimitation des résidus: la séquence de la
structure utilisée dans le fichier d’alignement doit comporter le méme nombre de résidus (et surtout les
mémes) que ceux présent dans le fichier PDB correspondant. Dans le cas de la séquence a reconstruire,
la deuxiéme ligne de renseignement est simplifiée : elle débute par le délimiteur « sequence » puis
suivi de champ vide entre les délimiteurs « : ». Une fois les deux premiéres lignes renseignées, vient
ensuite la séquence. La séquence comportant des gaps (« — ») est placé ensuite sous la deuxieme ligne.
Il n’y a pas de régle particuliére pour la longueur de chaque ligne pour la séquence, mais chaque
séquence doit étre marqué par un délimiteur de fin : I’astérisque « * ». A ce délimiteur de fin, on peut
ajouter un autre délimiteur « /h » lorsqu’on désire utiliser les hétéroatomes d’un fichier PDB. 1l est a

noter que dans ce cas, il faut penser a modifier le numéro correspondant au résidu final de la seconde
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ligne. Par exemple 1suo comporte les résidus 28 (une glycine) a 492 (une histidine). Le fait d’avoir
ajouté «/h» informe a Modeller de prendre en compte les hétéroatomes présents dans le fichier
Isuo.pdb. Comme je n’ai laissé qu’un seul hétéroatome, 1’héme, il a fallu inscrire 493 au lieu de 492
(cf. Figure A 2-5). Pour la séquence, il y a moins d’information & donner, sauf le fait qu’il recoit des

hétéroatomes, c’est pourquoi la balise « /h » est placé en fin de séquence.

>P1;1suo

structureX:1suo:28:A: 493
----GKLPPGPSPLPVLGNLLQMDRKGLLRSFLRLREKYGDVFTVYLGERA. CGTDA
IREALVDQAEAFSGRGKIAVVDPIFQG---YGVIFA--NGERWRALRRFEIMRDFGMG
KR------- SVEERIQEEARCLVEELRKSKGAL--LDNTLLFHSITSNIIC = SIVFGKRFD
YKDPVFLRLLDLFFQSFSLISSFSSQVFELFSGFLKYFPGTHRQIYRNEHDTFIGQS
VEKHRATLDPSNP-RDFIDVYLLRMEKDKSDPSSEFHHQNLILTVLSIGRATTSTTL
RYGFLLMLKYPHVTERVQKEIEQVIGSHRPPALDDRAKMPYTDAVIHEBQRPFGV
PHTVTKDTQFRGYVIPKNTEVFPVLSSALHDPRYFETPNTFNPGHFLAANGRNE
GFMPFSLGKRICLGEGIARTELFLFFTTILQNFSIASPVPPEDIDLTPRESGNVPPSY
QIRFLARH--- /h*
>P1;2p85
structureX:2p85:31:A:494:::::
----GKLPPGPTPLPFIGNYLQLNTEQMYNSLMKISERYGPVFTIHLGPRRVLCGHDA
VKEALVDQAEEFSGRGEQATFDWLFKG---YGVAFS--NGERAKQLRRFBERGFGVG
templates KR------- GIEERIQEEAGFLIDALRGTHGAN--IDPTFFLSRTVSNVIS SIVFGDRFD
YEDKEFLSLLRMMLGSFQFTATSTGQLYEMFSSVMKHLPGPQQQAGKEDIRQAKK
VEHNQRTLDPNSP-RDFIDSFLIRMQEEEKNPNTEFYLKNLVMTTLNGAEAVSTTL
RYGFLLLMKHPEVEAKVHEEIDRVIGKNRQPKFEDRAKMPYTEAVIHEQRILPMGL
AHRVNKDTKFRDFFLPKGTEVFPMLGSVLRDPRFFSNPRDFNPQHREX<KKESD
AFVPFSIGKRYCFGEGLARMELFLFFTTIMQNFRFKSPQSPKDIDVSBIRHAVIPRNY
TMSFLPR---- *

>P1;2f9q
structureX:2f9q:34:A:497:::::
——————— PPGPLPLP----------QNTPYCFDQLRRRFGDVFSLQLAWTP VVVLNGLAA

VREALVTHGEDTADRPPVPITQILGFGPRSQGVFLAR-YGPAWREQRRHESNLGLG
KK------- SLEQWVTEEAACLCAAFANHSGRP--FRPNGLLDKAVSNVISLTCGRRFE
YDDPRFLRLLDLAQEGLKEESGFLREVLNAVP-VDRHIPALAGKVLRAREKQLDEL
LTEHRMTWDPAQPPRDLTEAFLAEMEKAKGNPESSFNDENLRIVVAENMFSASTTL
AWGLLLMILHPDVQRRVQQEIDDVIGQVRRPEMGDQAHMPYTTAVIHEYMYRLGM
K THMTSRDIEVQGFRIPKGTTLITNLSSVLKDEAVWEKPFRFHPEHFLBRQGKPE
AFLPFSAGRRACLGEPLARMELFLFFTSLLQHFSFSVPTG-QPRPSHAXREVEPSPY
ELCAVPR---- *
>P1,CYP1A2
sequence:CYP1A2::::::
VPKGLKSPPEPWGWPLLGHVLTLG-KNPHLALSRMSQRYGDVLQIRIGEISRLDT
IRQALVRQGDDFKGRPDLYTSTLITDG---QSLTFSTDSGPVWAARRRIUMMITFSIA
SDPASSSSCYLEEHVSKEAKALISRLQELMAGPGHFDPYNQVVVSVANUKGQHFP
ESSDEMLSLVKNTHEFVETAS--SGNPLDFFP-ILRYLPNPALQRFKARFQWFLOQKT
VQEHYQDFDKNSV-RDITGALFKHSKKGPRASGNLIPQEKIVNLVNDGREN VTTAI
SWSLMYLVTKPEIQRKIQKELDTVIGRERRPRLSDRPQLPYLEAFILBTE8FLPFTI
PHSTTRDTTLNGFYIPKKCCVFVNQWQVNHDPELWEDPSEFRPERFATWKREL SE
KMMLFGMGKRRCIGEVLAKWEIFLFLAILLQQLEFSVPPG-VKVDLTREITMKHARC
\. EHVQARRFSIM*

P450 a reconstruire <

Figure A 2-5 Exemple de fichier d'alignement pour Modeller. Trois templates sont utilisés ici pour construire le
modele du CYP 1A2. Ces trois templates sont le 1suo (CYP 2B4), 2p85 (CYP 2A13) et 29q (CYP 2D6). Les
templates sont identifiés par Modeller par I’identifiant présent sur la seconde ligne (en rouge) : « structureX »
suivit de plusieurs champs séparés par des « : ». Parmis ces champs, on retrouve leur code PDB les numéros de
résidus de début et de fin de séquence dans le fichier PDB correspondant, la chaine etc... Un astérisque (*) est
placée en fin de chaque séquence pour informer au logiciel de la fin de chaque séquence. Des marqueurs
supplémentaires tels que « /h » peuvent étre ajoutés lorsqu’on désire prendre en compte les hétéroatomes présents
dans le fichier PDB. La séquence cible est reconnue avec un méme type de délimiteur (en vert) avec « sequence »
a la place.
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2.2.2 Format des fichiers de CSBs

Dans le programme Caliseq, un ensemble de blocs doit étre fourni au programme. Ces derniers
contiennent des sous-alignements des séquences des structures utilisées en référence. Par souci de
simplicité, j’ai opté le format FASTA pour représenter chaque sous-alignement correspondant chacun
a un bloc. Afin de séparer chaque bloc et conserver ainsi leur séquentialité, chaque sous-alignement
sont séparé par le symbole «#» qui sert de délimiteur. Par ailleurs, pour des raisons qui seront
expliquées dans la partie détaillant le programme, il faut penser a avoir le méme nombre et le méme

ordre des séquences dans chaque sous-alignement. Le contenu des trois fichiers des ensembles de

blocs utilisés sont présentés dans les figures suivantes.

>10XA >10XA >10XA >10XA >10XA
rrrrrrrrrrrr NMGTS AEQRGQAAREVVNFILDLVERRRT LPNAVEEILRYIAPPET GIHFCMGRPLAKLEGEVALRALFGRF
>2HPD >2HPD >2HPD >2HPD >2HPD

PKTFGELKNLPL GLFTS KRQFQEDIKVMNDLVDKIIADRKA VGMVLNEALRLWPTAPA GQRACIGQQFALHEATLVLGMMLKHF
>1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2

PTPLPIIGNMLQ GliSs HNKVLKNVALTRSYIREKVKEHQA TDAVVHEIQRYSDLVPT GKRICAGEGLARMELFLFLTTILQNF
>10G5 >10G5 >10G5 >10G5 >10G5

PTPLPVIGNILQ GIVFS HNKLLKNVAFMKSYILEKVKEHQE TDAVVHEVQRYIDLLPT GKRICVGEALAGMELFLFLTSILQNF
>INR6 >INR6 >INR6 >INR6 >INR6

PTPFPIIGNILQ GIAFS HKTLLKNADYIKNFIMEKVKEHQK TDAVIHEIQRFIDLLPT GKRMCVGEGLARMELFLFLTSILQNF
>1GWI >1GWI >1GWI >1GWI >1GWI

rrrrrrrrrrrr SMLTV PEEVVATLTELASIMTDTVAAKRA WSAVVEETLRFSTPTSH GPHVCPGAALSRMEAGVALPALYARF
# # # # #

>10XA >10XA >10XA >10XA >10XA

VDWYSTYAELRE PTHTRLRKLVSQEFTVRR DLLSALI TRFAAEEVEIGG ALSLGID

>2HPD >2HPD >2HPD >2HPD >2HPD

DKPVQALMKIAD KNWKKAHNILLPSFSQQA DLLTHML SLYAKEDTVLGG DFEDHTN

>1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2

KDICKSFTNFSK KRWKEIRRFSLTTLRNFG DFIDCFL PHAVTTDTKFRN NLKSVDD

>10G5 >10G5 >10G5 >10G5 >10G5

KDISKSLTNLSK KKWKEIRRFSLMTLRNFG DFIDCFL PHAVTCDIKFRN NLKSLVD

>INR6 >INR6 >INR6 >INR6 >INR6

KDISKSLTKFSE KTWKEMRRFSLMTLRNFG DFIDCFL PHAVTRDVRFRN KLQSLVE

>1GWI >1GWI >1GWI >1GWI >1GWI

TDLDGESARLRA AEHRRLRTLVAQALTVRR DLTSALI IRFAAEDVPVGD HLDLAVP

# # # # #

>10XA >10XA >10XA >10XA >10XA

PVTPVRF VEAMRPRVEQITAELLDEV SADELTSIALVLLLAGFEASVSLIGIGTYLLLT VAIPQYSTVLVANGAANRDPSQFP  ADDVVWRRS

>2HPD >2HPD >2HPD >2HPD >2HPD

EIFKFEA YHAMMVDIAVQLVQKWERL DDENIRYQIITFLIAGHETTSGLLSFALYFLVK YPLEKGDELMVLIPQLHRDKTIWG ~ -rereeen

>1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2

PVFTVYF IEDRVQEEAHCLVEELRKT NIENLVGTVADLFVAGTETTSTTLRYGLLLLLK  YLIPKGTTIMALLTSVLHDDKEFP KNLNTTAVT

>10G5 >10G5 >10G5 >10G5 >10G5

PVFTLYF IEDRVQEEARCLVEELRKT TIESLENTAVDLFGAGTETTSTTLRYALLLLLK  YLIPKGTTILISLTSVLHDNKEFP KNLDTTPWV

>1INR6 >1INR6 >INR6 >INR6 >INR6

PVFTVYL IEDRIQEEARCLVEELRKT TLESLVIAVSDLFGAGTETTSTTLRYSLLLLLK  YFIPKGTDIITSLTSVLHDEKAFP KDLDITAVV

>1GWI >1GWI >1GWI >1GWI >1GWI

PLAAVEL VEHMRGRITELTDRLLDEL TDAEIVSTLQLMVAAGHETTISLIVNAVVNLST ~ RVIPAGDALIVSYGALGRDERAHG ~ AAELRNKPV

# # # # #

>10XA >10XA >10XA >10XA >10XA

LGQDAWLVTGYDEAKAAL  VVDIVDRFAHPLPIKVICELL HPDQLALVR DPHRFDVT LLLRGIDHLPVR

>2HPD >2HPD >2HPD >2HPD >2HPD

PGRVTRYLSSQRLIKEAC HIEVPEDMTRLTLDTIGLCGF NPHVLQKAA DVEEFRPE TLTLKPEGFVVK

>1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2

GMNPIVVFHGYEAVKEAL ~ PCDPTFILGCAPCNVICSVVF HPEVTAKVQ NPNIFDPG GIVSLPPSYQIC

>10G5 >10G5 >10G5 >10G5 >10G5

GLKPIVVLHGYEAVKEAL PCDPTFILGCAPCNVICSIIF HPEVTAKVQ NPEMFDPH GFASVPPFYQLC

>INR6 >1INR6 >INR6 >INR6 >INR6

GMKPTVVLHGYEAVKEAL ~ PCDPTFILGCAPCNVICSVIF HPEVAARVQ NPKVFDPG GFVSVPPSYQLC

>1GWI >1GWI >1GWI >1GWI >1GWI

GGVPVWAVTHHAEAKALL ~ VVDLKAAFAYPLPMYVVADLM — HPEQRALVL TADRFDLT VTQNDLFELPVR

# # # #

>10XA >10XA >10XA >10XA

FPEDVRNY DEAARGAFGRWSSEIL - RGHLSFGQ

>2HPD >2HPD >2HPD >2HPD

LSQALKFV HPFITSMVRALDEAMN SYKQVK HAFKPFGN

>1PQ2 >1PQ2 >1PQ2 >1PQ2

NSPISQRI DQNFLTLMKRFNENFR CMQDRS DYFMPFSA

>10G5 >10G5 >10G5 >10G5

IFPLAERA DQQFLNLMEKLNENIE CMQDRS KYFMPFSA

>1INR6 >INR6 >INR6 >INR6

SVPILEKV DEEFLKLMESLHENVE CMQDRS DYFMPFSA

>1GWI >1GWI >1GWI >1GWI

DWPLIGLA EEARLPRLKVLFEKFF e

# # # #

Figure A 2-6 Fichier de I’ensemble de blocs de TA. NGUYEN. 1l s’agit d’un unique fichier contentant 24 sous-
alignements des six structures de référence : loxa, 2hpd, 1pq2, log5, Inr6 et 1gwi. Trois sont bactériennes et trois
proviennent des mammiféres.
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>1rom
AEFAKLRA
>loxa
WYSTYAEL
>lcpt
IYPAFKWL
>3cep
VQEAWAVL
>1e9x
PIGLMQRV
>2hpd
PVQALMKI
>1dt6
ISKSLTKF
#

>1rom
PVSQVKLF
>loxa
PVTPVRFL
>lcpt
PLAMAHIE
>3cep
DLVWTRCN
>1e9x
DVGTFQLA
>2hpd
EIFKFEAP
>1dt6
PVFTVYLG
#

>1rom
LAWLVTKHKDVCFV
>loxa
DAWLVTGYDEAKAA
>lcpt
PMWIATKHADVMQI
>3cep
GHWIATRGQLIREA
>1e9x
QVVLLSGSHANEFF

>2hpd
VTRYLSSQRLIKEA
>1dt6
PTVVLHGYEAVKEA
#

>1rom
SASGKQ
>loxa
PEDVRN
>lcpt
DQNNEA
>3cep
PREAGE
>1e9x
AKAYPF
>2hpd
SQALKF
>1dt6
SVPILE
#

>1rom
TFVDMDP
>loxa
NMGTSDP
>lcpt
SLTSMDP
>3cep
IPTSMDP
>1e9x
GVVFDAS

GIAFSNA
#

>1rom
PEHMHQRSMVEPTF
>loxa
PTHTRLRKLVSQEF
>lcpt
PTHTAYRGLTLNWF
>3cep
PEQRQFRALANQVV
>1e9x
PERRKEMLHNAALR

>2hpd
KNWKKAHNILLPSF
>1dt6
KTWKEMRRFSLMTL
#

>1rom
LQPYIQRTVDDLLEQMKQK
>loxa
VEAMRPRVEQITAELLDEV
>lcpt
LEENIRRIAQASVQRLLDF
>3cep
LENRIQELACSLIESLRPQ
>1e9x
MKGHAATIEDQVRRMIADW

>2hp
YHAMMVDIAVQLVQKWERL
>1dt6
IEDRIQEEARCLVEELRKT

#

>1rom
VDLVKEFALPVPSYIIYTLLGVP
>loxa
VDIVDRFAHPLPIKVICELLGVD
>lcpt
CDFMTDCALYYPLHVVMTALGVP
>3cep
CNFTEDYAEPFPIRIFMLLAGLP
>1e9x
IDLLDFFEALTIYTSSACLIGKK

>2hpd
IEVPEDMTRLTLDTIGLCGFNYR
>1dt6
CDPTFILGCAPCNVICSVIFHNR
#

>1rom
FNDLEYLTQQNAIRT
>loxa
EAARGAFGRWSSEIL
>lcpt
EDDEPLMLKLTQDFF
>3cep
EEDIPHLKYLTDQMT
>1e9x
GRFAKLYHELERGTD

>2hpd
PFITSMVRALDEAMN
>1dt6
EEFLKLMESLHENVE
#

>1rom
ASAANQELLDYLAILVEQRLV
>loxa
RGQAAREVVNFILDLVERRRT
>lcpt
FHETIATFYDYFNGFTVDRRS
>3cep
FAEAKEALYDYLIPIIEQRRQ
>1e9x
RDEARNGLVALVADIMNGRIA

>2hpd
FQEDIKVMNDLVDKIIADRKA
>1dt6
LLKNADYIKNFIMEKVKEHQK
#

>1rom
DIISKLCT
>loxa
DLLSALIS
>lcpt
DVMSLLAN
>3cep
DAISIVAN
>1e9x
DMLDVLIA
>2hpd
DLLTHMLN
>1dt6
DFIDCFLI
#

E:Il(rgrlgAVQlAFLLLVAGNATMVNMIALGVATLAQ
giol;;LTSIALVLLLAGFEASVSLIGIGTYLLLT

E:ILI;:IEIYI NAYYVAIATAGHDTTSSSSGGAIIGLSR
;E%EAKRMCGLLLVGGLDTWN FLSFSMEFLAI
g:/lAeDgélTGMFISMMFAGHHTSSGTASWTLIELMF

>2hpd
DDENIRYQIITFLIAGHETTSGLLSFALYFLVK
>1dt6
TLESLVIAVSDLFGAGTETTSTTLRYSLLLLLK
#

>1rom
HPDQLAQLKA
>loxa
HPDQLALVRA
>lcpt
NPEQLALAKS
>3cep
SPEHRQELIE
>1e9x
HRDAYAAVID
>2hpd
NPHVLQKAAE
>1dt6
HPEVAARVQE
#

>1rom
SLAPQFVEELCRYHTAS
>loxa
SALPNAVEEILRYIAPP
>lcpt
ALIPRLVDEAVRWTAPV
>3cep
ERIPAACEELLRRFSLV
>1e9x
PQLENVLKETLRLHPPL

>2hpd
KYVGMVLNEALRLWPTA
>1dt6
PYTDAVIHEIQRFIDLL

#

>1rom
KRTAKEDVMIGD
>loxa
TRFAAEEVEIGG
>lcpt
MRTALADTEVRG
>3cep
GRILTSDYEFHG
>1e9x
MRVAKGEFEVQG

>2hp
SLYAKEDTVLGG
>1dt6
PHAVTRDVRFRN
#

>1rom >1rom
KLVRANEGIIASNQSANRDEEVF KINYTPLNR
>loxa >loxa
VAIPQYSTVLVANGAANRDPSQF DVVWRRSLL
>1cpt >lcpt
QNIKRGDRIMLSYPSANRDEEVF PPRLVATNF
>3ccp >3cep
VQLKKGDQILLPQMLSGLDEREN AQIQHKSGI
>1e9x >1e9x
HRIHEGDLVAASPAISNRIPEDF SYRNDHSKM
>2hpd >2hpd
YPLEKGDELMVLIPQLHRDKTIW YELDIKETL

>1dt6 >1dt6
YFIPKGTDIITSLTSVLHDEKAL LDITAVVNG
# #

>1rom >1rom
ENPDEFNM VGIVDLPV
>loxa >loxa
PDPHRFDV RGIDHLPV
>1cpt >lcpt
SNPDEFDI GGPKNVPI
>3cep >3cep
ACPMHVDF SGVQALPL
>1e9x >1e9x
PDPHDFVP VQLAQPAC
>2hpd >2hpd
DDVEEFRP LKPEGFVV
>1dt6 >1dt6
PNPKVFDP VSVPPSYQ
#

>1rom
PLGFGFGDHRC
>loxa
HLSFGQGIHFC
>1cpt
HLGFGWGAHMC
>3ccp
HTTFGHGSHLC
>1e9x
WIPFGAGRHRC
>2hpd
FKPFGNGQRAC
>1dt6
FMPFSAGKRMC
#

>1rom
IAEHLAKAELTTVFSTLYQKF
>loxa
MGRPLAKLEGEVALRALFGRF
>1cpt
LGQHLAKLEMKIFFEELLPKL
>3ccp
LGQHLARREIIVTLKEWLTRI
>1e9x
VGAAFAIMQIKAIFSVLLREY

>2hp
IGQQFALHEATLVLGMMLKHF
>1dt6
VGEGLARMELFLFLTSIIQNF
#

>1rom
PDLKV
>loxa
ALSLG
>1cpt
SVELS
>3ccp
FSIAP
>1e9x
EFEMA
>2hpd
DFEDH
>1dt6
KLQSL
#

Figure A 2-7 Fichier de I’ensemble de blocs de N. Loiseau. Celui-ci contient 22 sous-alignements de six
structures de référence : 1rom, loxa, lcpt, 3cpp, 1e9x, 2hpd, 1dt6. Dans ce jeu, une seule structure provient des
mammiferes : il s’agit du 1dt6, le CYP 2C5 de lapin.
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>loxa
VDWYSTYAELRETAP
>1e9x
TDPIGLMQRVRDECG
>2hpd
DKPVQALMKIADELG
>1dt6
KDISKSLTKFSECYG
#

>loxa
VTPVRFL
>1e9x
VGTFQLA
>2hpd
IFKFEAP
>1dt6
VFTVYLG
#

>loxa
GQDAWLVTGYDEAKAA
>1e9x
GKQVVLLSGSHANEFF
>2hpd
GRVTRYLSSQRLIKEA
>1dt6
MKPTVVLHGYEAVKEA
#

>loxa

EDVRN

>1e9x

PFMTP

>2hpd

QALKF

>1dt6

VPILE

#

>loxa

TSD

>1e9x

DAS

>2hpd

TsSwW

>1dt6

FSN

#

>loxa
THTRLRKLVSQEFTVRR
>1e9x
PERRKEMLHNAALRGEQ
>2hpd
NWKKAHNILLPSFSQQA
>1dt6
TWKEMRRFSLMTLRNFG
#

>loxa
VEAMRPRVEQITAELLDEV
>1e9x
MKGHAATIEDQVRRMIADW
>2hpd
YHAMMVDIAVQLVQKWERL
>1dt6
IEDRIQEEARCLVEELRKT

#

>loxa
GDS
>1e9x
GEA
>2hpd
NAD
>1dt6
NAS
#

>loxa
VVDIVDRFAHPLPIKVICELL
>1e9x
EIDLLDFFAELTIYTSSACLI
>2hpd
HIEVPEDMTRLTLDTIGLCGF
>1dt6
PCDPTFILGCAPCNVICSVIF
#

>loxa
AFGRWSSEIL
>1e9x
RFAKLYHELE
>2hpd
PFITSMVRAL
>1dt6
KLMESMVRAL
#

>loxa
AEQRGQAAREVVNFILDLVERRRT
>1e9x
FRRRDEARNGLVALVADIMNGRIA
>2hpd
KRQFQEDIKVMNDLVDKIIADRKA
>1dt6
HKTLLKNADYIKNFIMEKVKEHQK
#

>loxa
DLLSALIS
>1e9x
DMLDVLIA
>2hpd
DLLTHMLN
>1dt6
DFIDCFLI
#

>loxa
QDDDD
>1e9x
VKAET
>2hpd
KDPET
>1dt6
KMEQE
#

>loxa
LSADELTSIALVLLLAGFEASVSLIGIGTYLLLT
>1e9x
FSADEITGMFISMMFAGHHTSSGTASWTLIELMR
>2hpd
LDDENIRYQIITFLIAGHETTSGLLSFALYFLVK
>1dt6
FTLESLVIAVSDLFGAGTETTSTTLRYSLLLLLK

#

>loxa
HPDQLALVRA
>1e9x
HRDAYAAVID
>2hpd
NPHVLQKAAE
>1dt6
HPEVAARVQE
#

>loxa >loxa

——————————— ALSLGID
>1e9x >1e9x
RSVSFHALRQI EFEMAQP
>2hpd >2hpd
PVPSYKQVKQL DFEDHTN
>1dt6 >1dt6
RSPCMQDRSRM KLQSLVE

# #

>loxa >loxa
SALPNAVEEILRYIAPPET DVVWRRS
>1e9x >1e9x
PQLENVLKETLRLHPPLII SYRNDHS
>2hpd >2hpd
KYVGMVLNEALRLWPTAPA YELDIKE
>1dt6 >1dt6
PYTDAVIHEIQRFIDLLPT LDITAVV

# #

>loxa >loxa
TRFAAEEVEIGG LLRGIDHLPVR
>1e9x >1e9x
MRVAKGEFEVQG MVVQLAQPACV
>2hpd >2hpd
SLYAKEDTVLGG LTLKPEGFVVK
>1dt6 >1dt6
PHAVTRDVRFRN FVSVPPSYQLC
#

>loxa

VAI

>1e9x

HRI

>2hpd

YPL

>1dt6

YFI

#

>loxa

PQYSTVLVANGAANRDPSQF

>1e9x

HEGDLVAASPAISNRIPEDF

>2hpd
EKGDELMVLIPQLHRDKTIW
>1dt6
PKGTDIITSLTSVLHDEKAF
#

>loxa
PDPHRFDVT
>1e9x
PDPHDFVPA
>2hpd
DDVEEFRPE
>1dt6
PNPKVFDPG
#

>loxa
DTRGHLSFG
>1e9x
NRWTWIPFG
>2hpd
PQHAFKPFG
>1dt6
KSDYFMPFS
#

>loxa
GIHFCMGRPLAKLEGEVALRALFGRF
>1e9x
GRHRCVGAAFAIMQIKAIFSVLLREY
>2hpd
GQRACIGQQFALHEATLVLGMMLKHF
>1dt6
GKRMCVGEGLARMELFLFLTSILQNF
#

Figure A 2-8 Fichier de I’ensemble de blocs de M. Cotevieille. Celui-ci contient 27 sous-alignements de quatre
structures de référence : loxa, 1e9x, 2hpd, 1dt6. Dans ce jeu, une seule structure provient des mammiferes : il
s’agit du 1dt6, le CYP 2C5 de lapin.
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2.2.3

de topologie contenant toutes les interactions présentes a 1’intérieur de la protéine, et ii) un ficher de

Le programme pdb2gmx génere a partir d’un fichier de structure PDB, deux fichiers : i) un fichier

structure spécifique 8 GROMACS.

2.2.3.1 Fichier de Topologie (.top ou .itp)

Le fichier de topologie est un fichier ascii (un fichier texte) contenant les informations

Format des fichiers de GROMACS

d’interactions d’une protéine ou un composé, généré a partir de pdb2gmx ou du serveur PRODRG.

Exemple de fichier ITP généré par le serveu

PRODRG (pour le CPA)

[ moleculetype ]

; Name nrexcl

CPA 3

[atoms ]

; nr o type resnrresid atom cgnr charge
1 CL 1 CPA CLAK 1 -0.050
2 CH2 1CPA CAJ 1 0025
3 CH2 1 CPA CAl 1 0.025
4 NL 1 CPA NAH 2 -0.281
5 CH2 1 CPA CAL 2 0.015
6 CH2 1 CPA CAM 2 0.015
7 CL 1 CPA CLAN 2 -0.086
8 P 1CPA P8 2 1337
9 OM 1CPA 09 3 0.000
10 OS 1 CPA OAF 4 -0425
11 CH2 1 CPA CAG 4 0.007
12 CH2 1 CPA CAA 4 0.007
13 CH2 1 CPA CAB 4 0.007
14 NL 1 CPA NAC 4 -0.596
15 H 1 CPA HAA 5 0.000

[bonds ]

;ai aj fu c0,cl, ..
12 1 0178 3943158 0.178 39431

BoomoonbsbwN

.
=
-

rRBo~Noourw

1 0.153 334720.0 0.153 33472
1 0.147 376560.0 0.147 37656
1 0.147 376560.0 0.147 37656
1 0.162 304571.8 0.162 30457
1 0.153 334720.0 0.153 33472
1 0.178 3943158 0.178 39431
1 0.148 376560.0 0.148 37656
1 0161 251040.0 0.161 25104
1 0.162 304571.8 0.162 30457
1 0.143 251040.0 0.143 25104
1 0.153 334720.0 0.153 33472

oe RO

12 13 1 0.153 334720.0 0.153 33472
13 14 1 0.147 376560.0 0.147 37656
14 15 1 0.100 374468.0 0.100 37446

[ pairs ]
;ai aj fu c0,cl, ...
141

BOCOOXO AR ERROWWWNN

B REERE B g

e
ko
B
i

B
roCPowrIpo0o00

awpPN
= = ~ el
pppPRrRrRrP P P

o w

1215 1

Figure A 2-9 Exemple de fichier

a ce fichier.

mass
35.4530
14.0270
14.0270
14.0067
14.0270
14.0270
35.4530
30.9738
15.9994
15.9994
14.0270
14.0270
14.0270
14.0067
1.0080

5.8; CLAK CAJ
0.0; CAJ CAI
0.0; CAI NAH
0.0; NAH CAL
1.8; NAH P8
0.0; CAL CAM
5.8; CAMCLAN

0.0; P8 09
0.0; P8 OAF
1.8; P8 NAC

0.0; OAF CAG
0.0; CAG CAA
0.0; CAA CAB
0.0; CAB NAC
8.0; NAC HAA

; CLAK NAH
; CAJ CAL
; CAJ P8
; CAI CAM
; CAI 09
; CAl OAF
. CAI NAC
; NAH CLAN
. NAH CAG
. NAH CAB
; NAH HAA
; CAL 09
; CAL OAF
; CAL NAC
; CAM P8
; P8 CAA

. 09 CAG
; 09 CAB
;09 HAA
. OAF CAB
; OAF HAA
. CAG NAC
; CAA HAA

10 11 1 120.0 397.5 120.0 397.5;

11 12 1 109.5 460.2 109.5 460.2; O
2 13 1 111.0 460.2 111.0 460.2; C
3 14 1 109.5 460.2 109.5 460.2; C

[

13 1 109.5 376.6 109.5 376.6;

C
C
C
C
N

C
N

N
N

1103.0 397.5 103.0 397.5; O

[angles ]
;ai aj ak fu c0, cl, ...
1 2 3 1111.0 460.2 111.0 460.2; CL
2 3 4 11095 460.2 109.5 460.2;
3 4 5 11095 376.6 109.5 376.6;
3 4 8 11095 376.6 109.5 376.6;
5 4 8 11095 376.6 109.5 376.6;
4 5 6 11095 460.2 109.5 460.2 ;
5 6 7 1 111.0 460.2 111.0 460.2;
4 8 9 11096 397.5 109.6 397.5;
4 8 10 1 103.0 397.5 103.0 397.5;
4 8 14 1 103.0 397.5 103.0 397.5;
9 8 10 1 109.6 397.5 109.6 397.5;
9 8 14 1 109.6 397.5 109.6 397.5;
10 8 14
8
10
11
12
8
8

4 15 1 109.5 376.6 109.5 376.6;

.

[ dihedrals ]
;ai aj ak al fu co,cl,m, ...
4 3 8 52353 836.8 353 836.8

8 410 9 2353 836.8 35.3 836.8
14 8 13 15 235.3 836.8 35.3 836.8
4321100 593 00 593;
2348100 383 00 383;
6 543100 383 00 383;
34814100 103 00 103;
34814100 312 00 312;
7654100 593 00 593;
1110 8 4100 103 00 103;
1110 8 4100 312 00 312;
4 81415100 103 00 103;
4 81415100 312 00 312;
810 11 121 00 3.83 00 383;
1312 11 10 1 0.0 593 00 593;
14 13 12 11 1 0.0 593 00 593;
12 13 14 151 0.0 383 00 3.83;

3 14 15 1 109.5 376.6 109.5 376.6; C

AK CAJ CAI
AJ CAI NAH
Al NAH CAL
Al NAH P8
AL NAH P8
AH CAL CAM
AL CAM CLAN
AH P8 09
AH P8 OAF
AH P8 NAC
09 P8 OAF
09 P8 NAC
AF P8 NAC
P8 OAF CAG
AF CAG CAA
AG CAA CAB
AA CAB NAC
P8 NAC CAB
P8 NAC HAA
AB NAC HAA

imp NAH CAl P8 CAL
imp P8 NAH OAF 09
imp NAC P8 CAB HAA
dih NAH CAI CAJ CLAK
dih CAJ CAl NAH P8
dih CAM CAL NAH CAIl
dih CAI NAH P8 NAC
dih CAI NAH P8 NAC
dih CLAN CAM CAL NAH
dih CAG OAF P8 NAH
dih CAG OAF P8 NAH
dih NAH P8 NAC HAA
dih NAH P8 NAC HAA
dih P8 OAF CAG CAA
dih CAB CAA CAG OAF
dih NAC CAB CAA CAG
dih CAA CAB NAC HAA

.itp généreé par le serveur PRODRG pour le CPA. Le fichier .top est similaire
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2.2.3.2 Fichier de Coordonnées (.gro)

Lorsque le programme pdb2gmx est exécuté pour générer une topologie moléculaire, il traduit
également le fichier de structure (au format .pdb) vers un fichier de structure Gromos87 (au
format .gro). La différence majeur entre le fichier au format pdb et le fichier au format Gromos87 est
d’une part le formatage du fichier, ainsi que le fait qu’un fichier .gro contient également les vitesses.
Toutefois, il n’est pas toujours nécessaire d’utiliser les vitesses, ¢’est pourquoi le fichier PDB est plus
commun pour tous les programmes. Pour créer une boite d’eau autour de la molécule, le programme
genbox est appelé couplé au programme editconf qui défini préalablement la taille de la boite. Le
fichier de sortie du programme genbox est également un fichier de type Gromos87. Les fichiers au
format Gromos87 peuvent étre utilisés comme des trajectoires, simplement en les concaténant. En

effet, dans le titre de chaque fichier, le temps peut étre signalé par ‘t =" suivi d’un temps en ps.

MD of 2 waters, t= 0.0

6
IWATER OW1

1 0.126 1.624 1.679 0.122 7 -0.0580 0.0434
IWATER HW2 2 0.190 1.661 1.747 0.808 5 0.3191-0.7791
IWATER HW3 3 0.177 1.568 1.613-0.904 5-2.6469 1.3180
2WATER OW1 4 1.275 0.053 0.622 0.251 9 0.3140-0.1734
2WATER HW2 5 1.337 0.002 0.680 -1.064 1-1.1349 0.0257
2WATER HW3 6 1.326 0.120 0.568 1.942 7-0.8216 -0.0244

1.82060 1.82060 1.82060

Figure A 2-10 Exemple de fichier .gro pour deux molécules d’eau.

Le formatage du fichier .gro est décomposé de la maniére suivante (du haut vers le bas) :
*  Une ligne de titre (dans un format libre, avec optionnellement en temps en ps apres ‘t =)
* Le nombre d’atome (dans un format libre, mais de type entier)
* Une ligne pour chaque atome (dans un format fixe, voir plus bas)
* Dimension de la boite (dans un format libre, de type entier séparé par des espaces), les
valeurs étant v1(x) v2(y) v3(z) vl(y) v1(z) v2(x) v2(z) v3(x) v3(y). Les six derniéres
valeurs peuvent étre omises (elles seront mises a zéro). GROMACS ne supporte que les

boites avec v1(y)=v1(z)=v2(z)=0.

Pour le format fixe, toutes les colonnes sont a une position fixée. Ces colonnes portent les
informations suivantes (de gauche a droite) :
*  Numéro du résidu (5 positions, entier)
*  Nom du résidu (5 caractéres)

* Nom de I’atome (5 caractéres)



Format spécifique a certains logiciels 313

* Position (en nm, x y z dans 3 colonnes, chacun 8 positions avec 3 places pour les
décimales)
* Vitesse (en nm/ps (ou km/s), X y z dans trois colonnes, chacun 8 poisitons avec 4 places

pour les décimales)






ANNEXE 3

Caliseq : dissection d’'un programme

« Ne cherchons pas hors de nous le mal, il est
chez nous, il est planté en nos entrailles.»

Michel de Montaigne (1533 — 1692 ap JC)
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3.1 Introduction

Cette annexe a pour objet une description plus poussée de 1’outil Caliseq. Il peut étre considéré
comme le manuel de référence du programme, décrivant aussi bien la procédure a suivre pour lancer le
programme mais également comment transitent les informations de leurs saisies par 1’utilisateur, a leur
affichage en sortie de programme. La premicre partie de ce chapitre décrira donc 1’utilisation de 1’outil
Caliseq : qu’attend le programme, quelles sont les options nécessaires a paramétrer, quelles sont celles
optionnelles et pour quelles intéréts. Cette premicre description est en quelque sorte une présentation
générale d’un point de vu externe au programme, comme une boite noire qu’on se servirait sans préter
attention aux mécanismes intrinséques. Le « contenant » du programme sera vu ensuite plus en détails,
avec une présentation succincte des fichiers sources de Caliseq, ou le code du programme est écrit, et
comment compiler ce dernier. Enfin, dans une derni¢re partie, chaque fonction de l’outil sera
expliquée, accompagné de leur algorithme dans un langage simple et non celui du programme lui-

méme, afin qu’un lecteur non initié puisse quand méme comprendre son essence, son principe.
3.2 Les parametres en entrée de Caliseq

Il existe deux manicre de faire tourner Caliseq : I’une pour un alignement simple des blocs sur
une séquence ou un pré-alignement de séquences, et I’autre, de faire confronter le jeu de bloc sur une
banque de données de séquence en vu de déterminer des P450s. Pour la suite de cette annexe,
I’alignement simple des blocs sur une séquence (ou un pré-alignement de séquences) sera décrit
comme le « mode normale » de Caliseq, en opposition avec le « mode d’alignement sur banque »
correspondant a 1’alignement des blocs sur une banque de séquences. Dans les deux cas, deux fichiers
doivent étre fournis en entrée au programme : i) un fichier contenant le jeu de bloc (appelé cons file
dans le programme) dont le contenu a été présenté dans le chapitre précédent, et ii) un fichier
contentant soit la séquence cible, ou son pré-alignement avec d’autres séquences a fort taux d’identité,
soit une banque ou chaque enregistrement figure les uns a la suite des autres (appelé ali_file dans le

programme).

La différence pour distinguer les deux modes de fonctionnement se fera alors sur les autres
paramétres insufflés en entrée. Le listing de 1’help du logiciel SmartConsAlign montré a la Figure A
3-1, présente les diverses possibilités du logiciel. Caliseq étant une extension de SmartConsAlign,

certaines options sont requises pour faire fonctionner SmartConsAlign en mode Caliseq.
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[777]nguyen@kezia:~/> smartconsalign -h

Usage: smartconsalign [-h] [-v] [-B <nbseg>] [-N] [ -b|-c [-k <nbpos>]| -s [-k <nbpos>]]
[-m matrix_file] [-C <1|2|3>] [-g <gap_penal ty>]
[-e <gap_extension_penalty>] [-d <gap_penalt y against gap>]
[-0]-O] [-A|F|M] [-S|T|L|Z <score>] ali_file cons_file
=== options
--- general options --------------mmnmmnnaannn
-h : this help
-v : verbose mode
-B <nbseqg>: ali_file is a database and the progr am will process each entry
keeping <nbseq> sequences (need the —N option to work)
-N : cons_file is a multiple consensus (Caliseq program)

--- alignment mode --------------=--mnsmnmeaen

-b : bestfit mode (default mode)

-s : smith-waterman mode

-c : PSSM consensus mode (2nd file must be conse nsus file, print only
solutions)
--- in multiple consensus mode (-N option) ------

-a : sequences are ADN sequences

-1 : search also on complementary sequences

-w <len> : ali_file is a database and the progra m will process each entry
with window length <len>

-p <len> : step for moving window

-t <threshold> : threshold for outputting result s in window mode

-G : scan mode (in window mode), output window p ositions and scores along thesequences
--- alignment options ------------=---mmnmmnnae

-m <matrix_file> :

in bestfit/'SW mode : matrix is used for ali gnment
in consensus mode : compute weight from ma trix_file matrix
-C <code for conversion of PAM/BLOSUM/proximity matrix into distance matrix>
1: distance(i,j) is Sqrt[Sum(((i,k)-(k.j)) 2) for all k]
2: distance(i,j) is 1-((prox(i,j)-min)/(max -min))
3: Chi2 method: (i,j) are turned into proba bilities,
and dist(i,j) is Sqrt{fSum((p(i,k)p(k.j)) 2) for all k]
default mode is mode 1
--- gap options
Gaps costs are input as ratio, if MAX_VAL is th e maximum value in
the substitution matrix (BLOSUM for example) an d MIN_VAL is the
minimum value, gap cost are computed as:
gap cost = MAX_VAL - ratio * (MAXVAL-MIN VAL)
-g <gap_opening_cost> :
in bestfit/'SW mode : cost ratio for opening gap (default: 1.20)
-e <gap_extension_cost> :
in bestfit/'SW mode : cost ratio for extendi ng gap (default: 0.80)
-d : cost ratio for insertions-deletions against gap (default: 0.50)
--- OUtpUt OPLiONS -------nnmmmmmmmmmmmmmmeeen
-A : output alignment in CLUSTAL format (in best fit, smith-waterman or multiple consensus
mode only)
-F : output alignment in FASTA format (in bestfi t, smith-waterman or multiple consensus mode
only)
-M : output alignment in SmartMulti format (in b estfit or smith-waterman mode only)
-0 : output results as consensus with no gap (in bestfit mode only)
-O : output results as consensus with gaps (in b estfit mode only)
-k : Number of kept positions in PSSM consensus mode/default 10
or number of optimal alignments to keep i n smith-waterman mode/default 10
-S <float value> : minimum score threshold in sm ith-waterman (default: 5.00)
-T <float value> : ratio for the score threshold in consensus (default: 0.50)
(A random sequence is used for mean score
-Z <float value> : Zscore threshold in consensus (default: 0.00)
-L <integer value> : cut off between 1st bloc an d last bloc for db scanning (default: NO)
=== arguments
ali_file, cons_file : files with single sequenc e, multiple
alignment (Clustal, Fasta or MSF) or conse nsus
2 files are mandatory, and sequences in the second file
(cons_file) must be shorter than those in t he

first file (ali_file))

Figure A 3-1 Listing de I’aide du logiciel SmartConsAlign. Pour « activer » I’outil Caliseq, il suffit d’ajouter en
ligne de commande I’option « —N ». Le premier fichier « ali_file » correspond alors a la séquence cible ou le pré-
alignement ou la banque de séquence, tandis que le second fichier correspond au fichier de blocs. L’option « —B »
suivi d’un nombre (nombre de séquences maximales a récupérer) doit étre ajouté au précédent, si on désire scanner
les banques a la recherche de P450. D’autres options peuvent étre informées tels que le z-score « —Z », le poids des
gap «—g», la longueur maximale entre les blocs « —L », tous suivi d’un chiffre décimal (ou d’un entier pour le
dernier).
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En fait, I’appel a I’outil Caliseq se fait au moyen de l'option «—N » qui informe alors a
SmartConsAlign que le premier fichier d’entrée est un alignement de séquence, que le second fichier
contient le jeu de blocs dans une nomenclature particuliere décrite dans le chapitre précédent, et enfin
que ces deux fichiers doivent étre traités par 1’outil Caliseq. Pour différencier les deux modes de
fonctionnement de Caliseq, une option supplémentaire est nécessaire : « —B » : dans ce cas, le premier
fichier correspond a une banque de séquences, ou chaque enregistrement est traité individuellement,
les uns a la suite des autres. Par ailleurs, I’option « —B » requiére un second paramétre correspondant
au nombre maximale de séquences que 1’utilisateur désire récupérer de la banque. Comme il sera vu
plus tard, ces séquences récupérées sont alors affichées selon un classement établi sur le score
d’alignement des blocs sur la séquence. En fait, I’option « —B » va principalement influencer sur la

maniére de lire et de traiter le fichier « ali_file ».

D’autres options additionnelles peuvent étre ajoutées a ces options globales, certains communs
aux deux modes, d’autres spécifiques a un des deux modes. Ainsi, I’option « —g » suivit d’un nombre
réel est commun aux deux modes : il permet a 1’utilisateur d’influer sur le poids attribué aux gaps. En
réalité, la valeur indiquée par 1’utilisateur ne correspond pas au poids donné aux gaps proprement dit,
mais a un coefficient défini, rappelé comme suit: si MAX VAL est la valeur maximale dans la
matrice de substitution (BLOSUM par exemple) et MIN_ VAL la valeur minimale, alors le poids de
gap est égale a MAX VAL — coefficient * (MAX VAL — MIN VAL). Associer le poids de gap a un
coefficient permet une plus grande souplesse et adaptabilité du programme, notamment lors
d’utilisation de matrices de similarités différentes (PAM a la place de BLOSUM etc...) pour les
alignements. L option « —A » permet quant a lui d’obtenir les résultats d’alignement au format Clustal
(par défaut, c’est le format fasta qui est affiché). Deux autres options peuvent étre utilisés, mais cette
fois-ci spécifiques au mode de recherche sur banque : les options « — Z » pour définir un seuil de z-
score et «— L » pour déterminer la longueur maximale entre le premier et le dernier bloc, que
I’utilisateur autorise au programme pour récupérer des séquences identifiées comme P450. Ces deux
options, comme il le sera décrit plus tard au cours de 1’annexe, permettent d’influer sur le nombre de
séquences de P450 récupérées mais surtout de filtrer les faux positifs. Un résumé de toutes les options

utilisées pour Caliseq est présenté dans la Figure A 3-2.
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Smartconsalign -N

<ali_file>

<cons_file>

e |

- L <seuil> |

- B <nb seq>

Mode de recherche sur banque de Caliseq

Figure A 3-2 Exemple de ligne de commande pour lancer Caliseq. Les options nécessaires au fonctionnement
de Caliseq sont inscrites dans des rectangles a trait plein, tandis que les options facultatives sont inscrites dans des
rectangles a bords en pointillés. L’option « —N » est obligatoire pour informer le programme SmartConsAlign de
faire appel a I’outil Caliseq. Les options « —A » et « —g » commun aux deux modes de Caliseq sont facultatives et
permettent I’affiche du résultat en format Clustal (le format fasta étant le format par défaut) ainsi que de modifier
le poids attribué¢ aux gaps respectivement. L’option «-B» informe a Caliseq de fonctionner en mode
«recherche » sur banque. Les options supplémentaires tels que « —Z » et « —L » peuvent venir s’y greffer pour
filtrer les résultats. Ali_file dans tous les cas est un fichier comprenant un ou plusieurs enregistrements au format
fasta. Selon le mode, il sera lu et traité différemment par Caliseq. Cons_file est un fichier unique comprenant les

jeux de blocs.

3.3 Fichiers sources de Caliseq

SmartConsAlign a ét¢ congu au départ comme un ensemble d’outils, dont la particularité

commune est de réaliser un alignement de courts alignements de séquences (aussi bien protéique que

nucléique) écrits sous forme de matrice consensus, sur une autre séquence cible seule ou pré alignée

avec d’autres séquences. Le programme comprend actuellement une vingtaine de fichiers sources (cf.

le listing de la Figure A 3-3) qui regroupent chacun des fonctions spécifiques, destinées a une tache

particulicre.
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[778]nguyen@kezia:~/Src/SmartConsAlign> Is
total 1216
-rwxr-xr-x 1 thienan users 1838 Jul 27 2006 ADN
1 thienan users 2071 Jul 27 2006 BLOSUM62
1 thienan users 185587 Jul 27 2006 cons_align
1 thienan users 79841 Jul 27 2006 cons_align.c
1 thienan users 4444 Jul 27 2006 cons_align.h
1 thienan users 34532 Nov 14 2006 cons_align.o
1 thienan users 35079 Jul 27 2006 cons_seqs_bestfit.c
1 thienan users 1810 Jul 27 2006 cons_seqs_bestfit.h
1 thienan users 6676 Nov 14 2006 cons_seqs_bestfit.o
1 thienan users 49217 Jul 27 2006 cons_seqs_sw.c
1 thienan users 1482 Jul 27 2006 cons_seqs_sw.h
1 thienan users 7916 Nov 14 2006 cons_seqs_sw.o
1 thienan users 9187 Jul 27 2006 fasta_io.c
1 thienan users 2698 Jul 27 2006 fasta_io.h
1 thienan users 3700 Nov 14 2006 fasta_io.o
1 thienan users 438 Jul 27 2006 macros.h
1 thienan users 2162 Jul 27 2006 Makefile
1 thienan users 7049 Nov 14 2006 minimier.c
1 thienan users 397 Jul 27 2006 minimier.h
1 thienan users 3216 Nov 14 2006 minimier.o
1 thienan users 55470 Nov 14 2006 mulcons.c
1 thienan users 1616 Jul 28 2006 mulcons.h
1 thienan users 16948 Nov 14 2006 mulcons.o
1 thienan users 37597 Jul 27 2006 Nmatrix.c
1 thienan users 3811 Jul 27 2006 Nmatrix.h
1 thienan users 14436 Nov 14 2006 Nmatrix.o
1 thienan users 15683 Jul 27 2006 README
1 thienan users 35959 Jul 27 2006 readmultali.c
1 thienan users 2007 Jul 27 2006 readmultali.h
1 thienan users 18116 Nov 14 2006 readmultali.o
1 thienan users 110362 Nov 14 2006 smartconsalign
1 thienan users 24490 Nov 14 2006 smartconsalign.c
1 thienan users 2497 Jul 28 2006 smartconsalign.h
1 thienan users 19816 Nov 14 2006 smartconsalign.o
1 thienan users 5083 Jul 27 2006 smutil.c
1 thienan users 668 Jul 27 2006 smutil.h
1 thienan users 2484 Nov 14 2006 smutil.o
1 thienan users 7933 Jul 27 2006 waterstat.c
1 thienan users 1474 Jul 27 2006 waterstat.h
1 thienan users 3312 Nov 14 2006 waterstat.o

Figure A 3-3 Listing du répertoire comprenant les fichiers sources de SmartConsAlign

Ainsi, c¢’est dans le fichier mulcons.c et sa librairie mulcons.h qu’on retrouve essentiellement
toutes les fonctions et déclarations de variables nécessaire au fonctionnement de Caliseq. Caliseq a
néanmoins besoin du fichier source principal, smarconsalign.c, les fichiers additionnels Nmatrix.c,
readmultali.c, fasta io.c, smulti.c, minimier.c ainsi que leurs librairies respectives, car ces derniers
comportent quelques fonctions utiles et nécessaires a son utilisation. Par exemple, I’outil Caliseq est
lancé a partir de la procédure principale (« Main() » en langage C) définie dans le fichier source
smartconsalign.c. Il peut lire et écrire des fichiers de séquences au format fasta grace des fonctions
écrites dans readmultali.c et fasta_io.c. Les créations de matrices de fréquences et de similarités sont
réalisées par des fonctions contenues dans Nmatrix.c tandis que smulti.c regroupe des outils pour
I’indexation des séquences afin que ces derniéres soient traitées plus rapidement etc. Pour faire simple,
on peut dire que tous ces fichiers sources se comportent comme de vastes bibliothéques de fonctions,
déja écrites pour les différents outils présents dans SmartConsAlign. Ces fonctions ont été développées
de maniére suffisamment modulaires pour étre réintégré dans Caliseq sans en toucher le contenu : il

me suffisait d’adapter dans la majeure partie du temps mon code et utiliser correctement les variables
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attendues par ces fonctions en arguments®. A d’autres moments, pourtant, il a fallu réécrire certaines
de ces fonctions préexistantes ou du moins, les arranger pour mes besoins en veillant a ce que ces
modifications ne perturbent pas les autres outils de SmartConsAlign utilisant ces fonctions. Ainsi,
méme si la majeur partie des fonctions que j’ai écrites pour Caliseq est retrouvée dans les fichiers
source mulcons.c et mulcons.h, certaines fonctions vitales pour le programme se retrouve disséminées
dans les autres fichiers sources. En conséquence, méme si Caliseq se comporte comme une « entité »
individuelle dans SmartConsAlign, il a toutefois besoin du programme SmartConsAlign dont il dépend
et de toutes les fonctions relatives a ce dernier. L’ensemble des fichiers sources et de leurs librairies

respectives est regroupé et compilé par le programme Makefile.
3.4 Quelques fonctions de Caliseq au peigne fin

Apres avoir décrit les paramétres en entrée au programme (qui serviront donc d’arguments
d’entrée a la fonction Main() , fonction principale du programme SmartConsAlign) ainsi que les
fichiers sources, qui servent de « contenant » aux fonctions permettant le déroulement du programme,
je propose d’examiner chaque fonction du programme 1’un aprés 1’autre, en essayant de rester simple
et en expliquant leur grande ligne, sans trop entrer dans les détails. Pour comprendre 1’enchevétrement
ainsi que la connectivité entre toutes les fonctions, deux diagrammes du programme sont proposés sur
les Figure A 3-4 et Figure A 3-5 permettant ainsi de suivre le flux d’information. Le Tableau A 3-1
permet également de retrouver les caractéristiques de chaque fonction. Par souci de clarté, certaines
fonctions seront regroupées ou éludées: le programme étant modulaire, des fonctions ont été
développées pour éviter la répétition de code ou pour un besoin particulier au langage de
programmation, mais ne présentent pas d’intérét explicatif pour le fonctionnement global du

programme lui-méme.

2 On parle de passage d’arguments aux fonctions, lorsqu’on envoie des variables dans ces fonctions pour étre
traitées. Le « type » de variable adressée a la fonction doit étre similaire a celui attendu par la fonction. Ainsi, si
la fonction attend une variable de type « entier », il faudra fournir en entrée a cette fonction une variable de type
« entier ».
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I 3

Main ()
ReadMulCans () <_|—>
‘ ; Y

4l #lignToFreq () Calign ()
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Figure A 3-4 Diagramme du programme Caliseq dans son premier mode. L’ordre d’appel des fonctions se fait
de la gauche vers la droite et du haut vers le bas. L’ordre prioritaire est donc le suivant : haut > gauche > bas >
droite. Les fonctions sont regroupées par des fléches de couleurs pour pouvoir suivre la chronologie
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shewseqzkeep ()
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Fange [

¥
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I 3

DelndexSequence ()

Figure A 3-5 Diagramme du programme Caliseq dans son mode de recherche sur banque avec les mémes
annotations que précédemment. Caliseq est appelé deux fois (fléches rouges puis violettes).
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Tableau A 3-1 Tableaux récapitulatif des principales fonctions usitées par Caliseq

Nom Réle Appelé par Localisation
AlignToFreq Uniquement dans le mode normal de Caliseq, cette procédure est I'équivalent Main mulcons.c
de ReadMulCons mais pour |'alignement de la séquence cible. Appelle les
mémes fonctions que ReadMulCons
Backtracking Permet de remonter le chemin optimal en fin de la programmation Calign mulcons.c
dynamique Caliseq
Calign C’est la procédure d’alignement de Caliseq en mode normal et contient Main mulcons.c
I'algorithme de programmation dynamique. Il appelle Backtracking et
PrintAln
Caliseq C’est la procédure d’alignement de Caliseq en mode de recherche sur Main mulcons.c
banque. Il est appelé deux fois : la premiére pour retenir les séquences
présentant les meilleurs scores d’alignement et calculer les termes
nécessaires au Z-score et la seconde fois pour afficher les séquences
répondant aux critéres de sélection. Appelle IndexSequence,
Delndexsequence, CreateWdel, Bactracking et PrtAlnBank
CreateCons Construit des profils a partir des alignements de séquences. Apelle ReadMulCons mulcons.c
NewRConsensus, unitary_matrix et Getfreq AlignToFreq
CreateWdel Creation de la « matrice » de délétion a partir de la « matrice » de Calign Caliseq mulcons.c
substitution (au sens artifice de programmation)
CreateWeight Etabli une pondération pour les séquences trop identiques dans I’alignement ReadMulCons mulcons.c
AlignToFreq
DelndexSequence Désindexation de la séquence a son état d’origine Caliseq smulti.c
Get_minimier_swres  Renvoie de la séquence de I'arbre au rang voulu Main minimier.c
Getfreq Renvoie la fréquence d’un acide aminé dans la banque Swiss-Prot CreateCons mulcons.c
IndexSequence Indexation de la séquence cible au format fasta pour |'alignement par Caliseq smulti.c
programmation dynamique
init_minimier Permet l'initialisation et la construction de I'arbre qui retient les séquences Main minimier.c
identifiés comme P450s dans le mode de recherche sur banque
LengthSeqVSCutOff Vérifie si I'alignement finale n’est pas supérieur au cuttoff « -L » Caliseq mulcons.c
Main Chef d’orchestre du programme, récupére les parameétres d’entrée et lance le utilisateur smartconsalign.c
programme Caliseq selon un des modes.
NewFastaSequence Allocation d’une variable pour recevoir une séquence fasta Main fasta_io.c
NewRConsensus Alloue de la place pour sauvegarder les profils CreateCons cons_align.c
CreateWdel
PrintAln Procédure permettant de créer I'alignement finale a partir du chemin obtenu Calign mulcons.c
par le Backtracking. Appelle deux fonctions non représentées sur les
diagrammes qui permettent d’afficher les alignements soit au format clustal,
soit au format fasta (par défaut)
PrtAlnBank Procédure similaire a PrintAln, mais pour une seule séquence Caliseq mulcons.c
range Permet de ranger dans l'arbre la séquence récupérée en fonction du score Main minimier.c

read_alignement

ReadFastaSequence

ReadMulCons

sNewSeq2Keep

unitary_matrix

d’alignement obtenu

Permet la lecture de fichiers d’alignement de séquences et la sauvegarde de
ces séquences dans une structure

Procédure permettant la lecture d’une séquence fasta

Procédure permettant la lecture et la conversion des blocs en profil. Appelle
read_alignement, CreateWeight et CreateCons

Création d’un variable pour retenir la séquence dans l'arbre

Initialise a zéro une matrice de fréquences sauf au niveau des diagonales ou
la valeur est de un

ReadMulCons
AlignToFreq

Main

Main

Main

CreateCons

readmultali.c

fasta_io.c

mulcons.c

minimier.c

Nmatrix.c
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3.4.1 Lafonction Main() de smartconsalign.c

La fonction principale Main() de smartconsalign.c fait partie de ces fonctions préexistantes au
programme SmartConsAlign. Elle permet entre autre de diriger et de lancer les différentes applications
du « package » SmartConsAlign. C’est également une des fonctions que j’ai di modifier pour insérer
le module Caliseq. En tant que « chef d’orchestre » de I’ensemble du programme, la fonction Main()
(pour « principal » en anglais) est a I’interface entre les directives de ’utilisateur, communiquées via
les paramétres d’entrées, et la transmission de ces directives aux différentes applications du
programme. C’est d’ailleurs dans cette fonction que sont déclarées la plupart des variables utilisées
tout au long du programme. La fonction Main() se charge dans un premier temps de récupérer tous
les arguments optionnels (comme par exemple « —N » ou « —g » etc...) en entrée du programme et de
les traiter a 1’aide d’une fonction prédéfinie dans les librairies spécifiques du langage C, getopt()
Des documentations existent pour cette librairie, je ne la décrirai donc pas. L’appel a cette fonction
getopt()  se fait alors au moyen d’une structure conditionnelle multiple™ de type « Switch/Case » :
pour chaque parameétre optionnel lu et retourné au programme par getopt() , des instructions sont
associées. Ainsi, pour introduire Caliseq, il m’a fallu définir des instructions pour le cas ou getopt()
rencontrerait les options « —N », « =B », « —Z », « =L » et « =T », un ancien paramétre ne sers plus
pour I’alignement protéique, mais est encore utilisé pour 1’alignement nucléiques. Pour la plupart des
instructions, il s’agit de déclarer des marqueurs (aussi appelés balises) : la propriété qu’une variable
soit vide ou remplie est alors utilisée. En conséquent, lorsque getopt()  renvoie « —N », une balise
signalant que le programme doit utiliser 1’outil Caliseq est activé. Cette manceuvre est suivie par la
récupération et sauvegarde dans des variables appropriés, les noms des deux fichiers lus par le
programme (ali_file et cons file). Comme la balise signalant que Caliseq doit étre utilisé est
« activée », le programme peut entre alors dans la partie du programme spécifique a 1’utilisation de
Caliseq. Dans cette partie, la premicre tache effectuée est la lecture du fichier d’entrée cons_file et de
la création d’une « super variable » — ou structure au sens stricte du terme en langage C, elle sera
détaillé ultérieurement — contenant 1’ensemble des informations qui y sont contenues tel que les
séquences, les noms des séquences, la longueur des séquences, mais également le profil au sens
matrice consensus de 1’alignement, etc. C’est ’appel a la fonction ReadMulCons() qui permet de

réaliser aussi bien la déclaration, que le remplissage de cette « super variable ». Une fois le traitement

2 L’exécution des instructions du code d’un programme se fait de fagon linéaire. Pour modifier cette linéarité,
on a recours a deux types de structures de contréles principaux : les boucles lorsqu’on a affaire a une instruction
qui doit étre répétée, et les structures conditionnelles lorsqu’on a a faire face a plusieurs choix possibles.
Lorsqu’une série d’instruction est usitée un nombre important de fois, il est parfois judicieux de les regrouper en
fonctions (ou procédures).
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du jeu de bloc effectué, le programme bifurque entre I'utilisation de Caliseq en mode normal ou
I’utilisation en mode recherche sur banque. Cette bifurcation dépend 1a encore d’un balise, remplie ou
non, selon que getopt()  a rencontré ou non le paramétre « —B ». D’un point de vu algorithmique, le
cas le plus simple est celui du premier mode, méme s’il figure apres le cas du mode de recherche sur
banque dans le corps du programme comme cela est présenté dans 1’Algorithme 7.1 de la fonction

Main() .

Ainsi, pour le premier mode, celui d’alignement simple du jeu de blocs sur une séquence ou un
pré alignement de séquences, le fichier ali file est envoyé a la procédure AlignToFreq() . Celle-ci
est assez similaire a la procédure ReadMulCons() dans la mesure ou AlignToFreq() renvoie une
autre « super variable » contenant toutes les informations nécessaires du fichier d’alignement ali_file.
Les deux « super variables » (1I’un provenant du traitement de cons_file et I’autre de ali_file) sont alors
passé en arguments a la fonction Calign()  (Caliseq dans son premier mode) qui réalise et affiche

I’alignement du jeu de blocs sur la ou les séquence(s) cibles.

L’algorithme pour le mode de recherche sur banque est plus complexe du fait que le
programme sauvegarde dans un arbre (sorte de liste hiérarchisée) en fonction du score d’alignement,
I’ensemble des séquences qu’il a identifié en tant que P450s par le jeu de blocs. La fonction Main()
appelle des fonctions présentes dans le fichier minimier.c pour mettre en place et construire cette arbre.
Par ailleurs, comme un z-score est appliquée sur les scores afin de filtrer les séquences, la procédure
d’alignement des blocs sur les séquences cibles est réalisée deux fois: (i) la premiére fois sur
I’ensemble des séquences de la base de séquences afin de récupérer chaque score pour un calcul de
moyenne, d’écart type, et finalement du z-score (ii) puis une seconde fois uniquement sur les
séquences retenus dans 1’arbre. Le calcul du z-score a été précédemment expliqué dans le manuscrit. 1
est a noté que I’arbre permet la sauvegarde des séquences classées en fonction de leur score. Le
nombre de séquences sauvegardé dans 1’arbre dépend du nombre d’éléments (de feuilles) défini en
paramétre d’entrée par 1’utilisateur. Lorsque ce nombre est faible, seules les séquences présentant le
meilleur score d’alignement seront sauvegardées dans 1’arbre. D’un point de vu algorithmique, chaque
enregistrement du fichier ali file (banque de séquences au format fasta) est lu indépendamment
successivement, affecté chaque fois a une variable. Cette variable qui contient la séquence est envoyé
en argument avec la « super variable » issu du traitement du fichier cons_file a la fonction Caliseq()
Caliseq()  réalise alors 1’alignement et attribue un score d’alignement pour la séquence. Selon le
score obtenu, la séquence et son score respectif sont enregistrés dans 1’arbre. Par ailleurs, les scores et

le nombre de séquences sont aussi retenus et cumulés dans d’autres variables pour pouvoir calculer la
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moyenne et I’écart type, et serviront ultérieurement pour le calcul du z-score. Une fois que toutes les
séquences de la banque traitées, les séquences de chaque feuille de I’arbre sont soumises a nouveau a
la fonction Caliseq()  avec la « super variable » représentant le jeu de blocs. C’est au cours de ce
second passage qu’un z-score est calculé pour chaque séquence de 1’arbre et comparé a un seuil défini
par l'utilisateur en parametre d’entrée (ou un seuil égale a 0 par défaut). De cette comparaison,

dépendra ’affichage de 1’alignement de cette séquence avec le jeu de blocs.

Fonction Main() :

/* Récupération des paramétres en entrée */
Pour tous les arguments récupéré en paramétre d’entrée par la fonction getopt(), faire :
/* Tous les cas ne sont pas présentés ici */
cas ‘N’ :
balise du mode Caliseq mise activée
cas ‘B’ :
variable read _bank prend la valeur du nombre maximal de feuilles pour I’arbre
cas ‘7’ :
variable seuil pour le z-score sMinZscoreCons prend la valeur insufflé par I’utilisateur
/*etc... */
fin pour
mémorisation du nom pour le fichier ali_file
mémorisation du nom pour le fichier cons_file
/* Partie spécifique a Caliseq, les autres parties ne sont pas présentées */
Si (balise du mode Caliseq activ€) alors :
/* Lecture du fichier cons_file et enregistrement dans une super variable multicons */
multicons récupére les informations en sortie de ReadMulCons(cons_file)
/* Lancement de Caliseq en mode de recherche sur banque selon le remplissage ou non de read bank */
Si (read_bank est remplie) alors :
init minimier(read _bank) /* Création de I’arbre au nombre de feuilles défini dans read bank */
Tant qu’il reste des enregistrements curseq dans le fichier ali_file, faire :
/* 11 existe des fonctions de correction pour les enregistrements non « propres » qui ne sont pas présenté */
/* Premier passage par Caliseq *
score récupere les informations en sortie de Caliseq(curseg, multicons)
cumul de score et de son carré, du nombre de séquence dans la banque
seq2keep est créé par sNewSeq2Keep(curseq, score)
seq2keep est envoyé a I’arbre par range(seq2keep)
Si (seq2keep n’est pas conservé dans I’arbre) alors le détruire
fin tant
deéfinition de /im, le nombre total de séquences conservées /* soit ¢gale a la valeur de read bank soit cumulé précédemment *
calcul de la moyenne mu et de I’écart type ecart a partir des scores cumulés
Pour les /im feuilles de I’arbre, faire :
/* Deuxiéme passage par Caliseq *
récupération de I’enregistrement contenu dans chaque feuille par get minimier swres()
Caliseq(curseq, multicons, mu, ecart, deuxiéme passage)
fin pour
fin si /* fin du code pour le mode de recherche sur banque */
/* Lancement de Caliseq en mode normal selon le remplissage ou non de read bank */
Sinon
/* Lecture du fichier ali_file et enregistrement dans une super variable alifieq */
alifreq récupére les informations en sortie de ReadMulCons(cons_file)
Calign(alifreq, multicons)
fin sinon /* fin de Caliseq en mode normal *
fin si /* fin de I"outil Caliseq */

Algorithme 7.1 Algorithme simplifié de la fonction Main() de SmartConsAlign. Seule la partie relative a
Caliseq est présentée. Les arguments passés aux fonctions sont inscrits dans les parenthéses des fonctions. Les
variables sont indiqués en italique.
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3.4.2 La fonction ReadMulCons() de mulcons.c

La fonction ReadMulcons()  a été développée pour lire le fichier de jeu de bloc — celui la méme
qui comporte le symbole « # » comme séparateur — afin de les transformer en matrice consensus ou
profil. Historiquement, c’est d’ailleurs la premiére fonction qui j’ai écrite et qui a contraint le fichier
cons_file a étre écrit tel qu’il est. Dans 1’objectif de sauvegarder les informations de ce fichier, il m’a
fallu définir une « super variable » communément appelé « structure » en langage C. Celle-ci est
désignée — on parle également de type — ConsFrags2 et regroupe un grand nombre de variables et de
sous structures. La décomposition de cette « super variable » est présentée dans le Tableau A 3-2. Les

variables multicons et alifreq présenté dans la fonction Main() sont de type ConsFrags2.

Tableau A 3-2 Décomposition de la structure ConsFrags2. Les astérisques « * » correspondent en langage C a un pointeur correspondant
a une adresse mémoire. On souvent recourt aux pointeurs pour créer des tableaux de fagon dynamique, mais également lors des passages en
arguments.

Contenu de la structure

Nom de Ia Typedela Nomdela Explications relatives
structure " .
variable variable
ConsFrags2 RConsensus *rcons rcons est un pointeur vers une structure qui permet de
sauvegarder la matrice consensus. L'utilisation du pointeur est
justifiée lorsque qu’une fonction est de type RConsensus et
retourne une structure de type RConsensus
Sseqs **sfrags sfrags est un pointeur vers un tableau de structures contenant
I'ensemble des séquences. L'utilisation du pointeur est justifié
également pour les mémes raisons que précédemment
Int nbfrags nbfrags est le nombre d’éléments contenu dans le tableau sfrags
Int realsize realsize est utilisé pour allouer de la mémoire pour le tableau de
sfrags
Double fgap_gap Contient le poids attribué au gap face a un gap
Double Fgap_op Contient le poids attribué a l'ouverture d’un gap
Double *weight weight est un tableau de poids pour pondérer lors de la
construction de matrice consensus les séquences trop identiques
Rconsensus  Float *poids La matrice consensus est sauvegardée dans un tableau unique a
une dimension
Char *vocab vocab contient la séquence de I'alphabet utilisé pour construire la
matrice
Int len len est la longeur du tableau poids
Sseqs Char **seqs seqs est un tableau de séquences
Char **seqnames seqname est le tableau des noms de séquences associés
Int *seqrealsize  seqrealsize est un tableau des longueurs de chaque séquence
Int realsize realsize est utilisé pour allouer de la mémoire pour le tableau de
sfrag

Int nseq nseq est le nombre de séquence contenu dans le tableau
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Pour sauvegarder les informations du fichier de blocs, j’ai donc déclaré la variable multicons au
type ConsFrags2 ou chaque bloc est un ¢lément de sfraqs contenant lui-méme dans un tableau toutes
les séquences et noms des séquences de chaque bloc. La lecture des informations de chaque bloc a
nécessité un fichier temporaire pour chaque bloc et 1’appel a la fonction read_alignement() ,
fonction préexistante a SmartConsAlign qui lit un fichier d’alignement de séquences. Un fois les
alignements récupérés, la procédure CreateWeight() est lancé avec multicons en argument pour
calculer les pondérations a utiliser pour chaque séquence. Cette pondération a été mise en place pour
ne pas favoriser lors de la création du profil, le résidu provenant de séquences trop identiques. Enfin,
ReadMulCons() lance la procédure CreateCons()  qui permet d’obtenir les profils des blocs. Une

fois la variable multicons remplie, elle est retournée a la fonction Main() .

Fonction ReadMulCons(cons_file)

Déclaration de multicons
Déclaration d’un fichier temporaire tmp

* mise en mémoire des séquences */
Faire tant qu’on atteint pas la fin du fichier cons_file :
Recopier chaque bloc dans le fichier tmp
Lire le fichier tmp et sauvegarder dans mulicons->sfrags les alignements de chaque bloc
Retenir le nombre de bloc dans mulicons->nbfrags
fin faire

* création d’une table de pondération pour chaque séquence *
muticons regoit en sortie de CreateWeightl(multicons) lui-méme, complété de multicons->weight

* création de la matrice consensus globale de tout le jeu de bloc */
muticons regoit en sortie de CreateCons(multicons) lui-méme, complété de multicons->rcons

Algorithme 7.2 Algorithme simplifi¢ de la fonction ReadMulCons() qui permet la lecture et la création du
profil pour le jeu de bloc. La fonction regoit en argument d’entrée le fichier cons_ali (ainsi que son emplacement
pour I’ouverture du fichier) et retourne une variable de type ConsFrags2 dont tous les champs ont été complétés.

3.4.3 La fonction CreateWeight() de mulcons.c

C’est I'une des derniéres fonctions que j’ai écrite. A 1’origine, elle a été mise en place pour
modérer, assouplir le profil lorsque qu’il y a dans I’alignement de séquences, des séquences trop
identiques. En effet, cette identité entre séquences se répercuterait au niveau des acides aminés ou les
fréquences d’apparitions a une position donnée seraient trop importantes, masquant de ce fait la
présence d’un acide aminé conservé sur toutes les séquences. C’est pourquoi il est nécessaire de
pondérer les séquences trop proches entre elles. Pour cela, il faut calculer les identités entre toutes les
séquences et les comparer toutes ces identités entre elles, deux a deux. Le calcul de la pondération est

expliqué en détail dans la section discutant de 1’évolution de Caliseq, mais les grandes lignes sont
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décrites de la fagon suivante : pour chaque paire de séquence, une identité est attribuée. A partir de
cette taux d’identité, il est possible de calculer pour chaque séquence, la fréquence moyenne des
identités entre cette séquence et les autres séquences du jeu. Or, ce n’est pas la fréquence moyenne des
identités qui est intéressante, mais son complémentaire pour a la fois défavoriser les séquences trop
proches et favoriser les séquences n’ayant pas de séquences proches. CreateWeight() est une
fonction qui n’appelle pas d’autres fonctions, mais est dotée d’un algorithme de programmation assez

« fantaisistes », ne serait-ce que pour faire les identités deux a deux.

Fonction CreateWeight(multicons de type ConsFrags2)

/* Création du tableau qui contiendra les identités de chaque couple de séquence */
Déclaration d’un tableau tab_id de taille (nbseq*(nbseq-1)/2) /* nbseq est le nombre de séquences totales dans ’alignement®/

/* Création du tableau qui contiendra les pondérations de chaque séquence. Sa dimension est donc nbseq */

Déclaration de multicons->weight de taille nbseq

Si (il n’y a qu’une seule séquence) alors /* Dans le cas d’une séquence unique, il n’est pas nécessaire de calculer les pondérations */
multicons->weight{0]=1.0
retourner a la fonction appelante multicons

fin si

Initialisation a 0 de tout le tableau multicons->weight

Déclaration d’une variable idpos qui va remplir le tableau d’identité tab_id

/* Remplissage de la table d’identité */
Pour chaque séquence is allant de 0 a nbseg—1, faire : /* il n’est pas nécessaire de comparer la derniere séquence a elle-méme *

Pour chaque séquence js allant de is+1 a nbseq, faire : ~ /* la comparaison de toutes les séquences aboutit a une matrice symétrique *
Initialisation des compteurs d’identité identity et du nombre d’acides aminés nbcomp comparé

Pour chaque bloc, faire : /* Parcours des blocs */

Pour chaque position ipos dans la séquence, faire : /* Parcours des positions */
Incrémenter nbcomp
Si (dans le méme bloc, a la méme position ipos, des séquence is et js sont identiques) alors incrémenter identity
fin pour
fin pour
idpos prends la valeur identity/nbcomp et s’incrémente /* fréquence d’identité entre deux séquences sauvegard¢ dans tab id */
fin pour
fin pour

/* Remplissage de la table des poids multicons-> weight par les fréquences d’identité cumulées */
Pour chaque case de multicons-> weight, faire :
cumuler les fréquences associées a chaque séquence
fin pour /* I’algorithme est simplifié ici, car en réalité, il faut parcourir tab_id par « ligne » et par « colonne » */

/* Calculer les fréquences moyennes a partir des fréquences cumuler en enregistrer son complémentaire */
Pour chaque ¢élément i de multicons-> weight, faire :

multicons-> weight[i] reoit 1— (multicons-> weight[i]/(nbseq-1))
fin pour

retourner a la fonction appelante la variable multicons

Algorithme 7.3 Algorithme (trés) simplifié de la procédure CreateWeight() qui permet la mise en place d’une
pondération pour les séquences trop proches dans I’alignement. Cette fonction regoit une variable de type
ConsFrags2 et retourne cette méme variable a la fonction appelante, qui peut étre soit ReadMulCons() soit
Alifreq().
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3.4.4 Lafonction CreateCons() de mulcons.c

CreateCons()  est sans nulle doute la fonction la plus importante du programme Caliseq : elle
réalise a elle seule la création d’une grande partie de la « matrice » de substitution (artéfact de la
programmation dynamique), comme il sera vu plus tard. Cette fonction n’a cessé d’étre remaniée et
réorganisée, selon 1’évolution subite pour le calcul du profil des blocs. Je présenterai ici la version
finale en date de cette fonction, mais les différentes étapes de I’évolution de cette fonction ont été
discutées dans le manuscrit. Cette fonction permet donc la création d’un profil a partir de I’ensemble
des informations déja disponibles dans la variable de type ConsFrags2 (séquences et pondérations) et
sera sauvegardé dans la structure rcons de cette méme variable. A noter que cette fonction est
commune a la création du profil pour le jeu de blocs (provenant du fichier cons_file), mais aussi pour
créer un profil a partir des séquences pré alignées sur la séquence cible (provenant du fichier ali_file).
Il existe néanmoins quelques petites différences au niveau de 1’algorithme qui seront vues ci-apres.
Pour construire le profil, il faut déclarer une matrice, dont les dimensions ont pour largeur (ou pour
nombre de colonnes) le nombre totale de résidus d’une méme séquence sur I’ensemble des blocs et
pour hauteur, 1’alphabet (ou 1’ensemble des symboles) utilisé pour représenter la séquence. Pour
mémoire, le profil présenté pour SmartConsAlign comportait un alphabet de 20 lettres, chaque lettre
représentant un acide aminé différent. Ici, un alphabet plus conséquent a été utilisé, de 32 symboles,
dont certains caracteres ont été sollicités pour mémoriser d’autres informations que celle de fréquence
des acides aminés. Ainsi, une des particularités de I’outil Caliseq a été d’incorporer directement la
matrice d’insertion pour la programmation dynamique a la matrice de substitution, grace a I’existence
de ces caractéres supplémentaires. Pour ce qui est de la largeur du profil, il suffisait par exemple de
compter le nombre total de résidu de la premicre séquence pour tous les blocs. La déclaration et la
création de cette matrice consensus se fait au moyen de la procédure NewRConsenus() du fichier
cons_align.c. Une autre matrice, de similarit¢ ente résidus, est nécessaire. Elle correspondait
initialement a une matrice de similarité (de type BLOSUM ou PAM), mais finalement est devenue
dans la derniére version de CreateCons() une simple matrice unitaire d’identité, de dimension
alphabet x alphabet. Elle est donc initialisé a 1 pour la diagonale (lorsqu’il y a identité entre les
résidus se trouvant en face) et 0 ailleurs. Cette deuxiéme matrice de similarité (ou de fréquence de
replacement d’un caractére par un autre) est réalisée par 1’appel a la fonction unitary_matrix() du
fichier Nmatrix.c. Ces deux fonctions ne nécessitent pas de description : elles se contentent d’allouer
de la mémoire pour la création d’une matrice (contenu dans un tableau a une dimension, c’est sa seule
particularité, 1i¢ a son utilisation en langage C) et d’initialiser cette matrice par des 0 sauf au niveau

des diagonales. Par ailleurs, ces fonctions ont été adaptées de fonctions préexistantes a
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SmartConsAlign. Le remplissage de la matrice consensus s’effectue ensuite par calcul d’une simple la
fréquence d’un symbole donné a une position donnée de 1’alignement en séquence, et ce, pour chaque
position de I’alignement. La fréquence peut étre de plus réajustée en fonction de la fréquence de
similarité tirée de la seconde matrice, ainsi que de la pondération calculée pour chaque séquence (cf.
précédemment). Le calcul de la fréquence pour le profil des alignements issus du fichier cons_file
(qu’on peut aussi nommer « PSSMs séquentielles ») est un peu plus complexe et se voit par ailleurs
ajusté par un facteur supplémentaire : celui des fréquences dites « background » de chaque acide
aminé, a savoir leurs fréquences générales dans toutes les protéines identifiées a ce jour. En fait,
comme il sera expliqué plus tard dans le manuscrit, dans la derniére version de CreateCons() , le
profil généré pour les blocs est construit de la méme maniére qu’une matrice de similarit¢ BLOSUM.
En effet, pour obtenir les poids de substitution dans une matrice BLOSUM, on calcule dans un
alignement de séquence, le logarithme en base 2 des fréquences de chaque couple d’acide aminé a une
position donnée, divisé par le produit des fréquences « background » de chaque acide aminé du couple.
Dans CreateCons() , le méme principe est appliqué pour I’obtention des matrices consensus. Les
fréquences « background » (désignées aussi comme fréquences de fond) des acides aminés permettent
entre autre de calculer des pseudo-comptes, et évitent ainsi d’avoir a soumettre a un logarithme des
fréquences nulles pour certains acides aminés. Ces fréquences « background » ont été récupérées a
partir des statistiques sur les acides aminés de la base de séquences Swiss-Prot. Celles-ci sont stockée
provisoirement en « dur »** dans le corps du programme, a Dintérieur d’une fonction nommée
Getfreq() =~ de mulcons.c. Le fonctionnement de cette derniére est simple et ne nécessite pas une
explication poussée : en recevant en argument d’entrée un symbole correspondant a un acide aminé
(code a une lettre), la fonction renvoie la fréquence de 1’acide aminé correspondant. Il est a noter que
lors du calcul du profil, la fréquence des gaps dans I’alignement est déterminée de la méme maniére.
Toutefois, la fréquence « background » pour les gaps (appelés aussi INDEL pour insertion/délétion)
présente la particularité d’avoir été calculé sur la banque d’alignements multiples de séquences

BAIIBASE (http://www.igbmc.ustrasbg.fr/Biolnfo/BAIiIBASE2/index.html) (Thompson et al,

1999). Un script python a été écrit a cet effet pour comptabiliser le nombre de gap présents ainsi que le
nombre de caractéres total (gap inclus) dans toute la base. Cette fréquence a été elle aussi enregistré en
«dur » dans le corps du programme dans la méme fonction Getfreq()  de mulcons.c. Il est a noter

que lors du compte, les gaps de type INDEL ont été différenciés des gaps alignés sur d’autres gaps.

* « Ecriture en dur » exprime en informatique que les données ne peuvent étre modifiées qu’a I’intérieur du code.
Ce n’est pas usuellement conseillé de procéder ainsi : la plupart du temps, il est préférable de lire des données en
paramétre d’entrée au programme. Dans notre cas, si les valeurs de fréquences des acides aminés venaient a
changer, il faudrait les changer dans le corps du programme et le recompiler.
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Comme expliqué précédemment, la particularité de Caliseq a été d’avoir incorporé la matrice
d’insertion dans la matrice consensus a I’aide des symboles supplémentaires. De plus, les deux
matrices sont construites en méme temps. En réalité, cette « matrice d’insertion » n’a finalement de
matrice que le nom: en pratique, c’est une valeur unique qui correspond a la fréquence de gaps

rencontrés a une position donnée de I’alignement des séquences dans les blocs.

Fonction CreateCons(mutlicons de type Consfrags2, et une balise)

/* CreateCons est appelé pour faire le profil des blocs du fichier cons_file mais aussi de 1’alignement de séquence du fichier ali_file... */
/* ... il lui faut donc une balise pour différencier le traitement des deux */
Pour tous les nbfirags blocs, faire :
totSize : = Cumuler la longueur de la premiére séquence de I’alignement, sur tous les blocs
/* I’importance que toutes les séquences a I’intérieur d’un méme bloc doivent étre de méme longueur vient de ce calcul *
fin pour
la fonction NewR Consenus(alphabet, totSize) permet de créer la matrice de fréquence (en 1D) dans la variable multicons->rcons
/* NewRConsenus crée une matrice de hauteur alphabet et de largeur fotSize */
la fonction unit_matrix() permet de créer et d’initialiser a 0 et 1 (sur la diagonale) une matrice de similarité
/* sa dimension est de alphabet x alphabet et correspond a une matrice de fréquence de remplacement d’un résidu par un autre */
Pour tous les nbfrags blocs, faire : /* Parcours de tous les blocs */
Pour toutes les positions ipos d’alignement en séquences, faire : /* Parcours des positions sur alignement *
Pour tous les symboles isymb de I’alphabet, faire : /* Parcours des symboles*/
Initialiser le compter sum a 0.00
Pour toutes les séquences 7 de I’alignement, faire :
Récupérer ’index de correspondance entre I’alphabet et le résidu de la séquence i a la position ipos
Si (index est positif et que 1’isymb est un caractere d’acide aming) alors
sum s’incrémente par le produit de la fréquence de remplacer isymb par index, par la pondération pour la séquence i
fin si
Si (index correspond au caractére gap et isymb au caractére utilisé pour retenir la fréquence des gap) alors
sum s’incrémente
fin si
Si (index et isymb ne correspond a aucun résidu, ni gap) alors /* Parmi les 32 symboles, certains ne servent pas */
sum ne regoit rien

fin si
fin pour
Si (la balise est activée ou isymb correspond a un symbole non utilisée) alors
sum regoit sa division par le nseq /* calcul de la fréquence normale */
fin si

Sinon /* Calcul du poids comme pour BLOSUM *,
sum regoit le calcul du log en faisant appel a la fonction Getfreq(isymb) pour obtenir les fréquences « background »
fin sinon
Si (sum > la variable logmaxval) alors logmaxval == sum /* logmaxval et logmin val permettent de calculer la fréquence */
Si (sum < la variable logminval) alors logminval := sum /* de poids de gap pour la construction de la matrice de délétion */
sum est mémorisé dans rcons qui passe a 1’élément suivant
fin pour
fin pour
fin pour
muticons->fgap_gap = (logmaxval) — gap_gap_ratio * (logmaxval — logminval) /* gap gap ratio est donnée en parametre ...*
muticons->fgap_op = (logmaxval) — gap_op_ratio * (logmaxval — logminval) ~ /* ...d’entrée a SmartConsAlign par I"utilisateur */
Retourner a la fonction appelante multicons

Algorithme 7.4 Algorithme simplifié de la fonction CreateCons()qui est appelé soit par ReadMulCons() soit
par AlignToFreq() passant tous deux a CreateCons() une structure de type ConsFrags2. CreateCons() renvoie la
structure de type ConsFrags2 en ayant rempli la matrice consensus rcons ainsi que le poids de gap fgap gap. A
noter que j’ai utilisé un symbole particulier ici « := » qui signifie affectation.

3.4.5 Lafonction AlignToFreq() de mulcons.c

La fonction AlignToFreq() réalise le méme travail que ReadMulCons() , mais avec le fichier

ali_file, a savoir la création d’un profil pour le fichier d’alignement de séquences cibles. Cette
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procédure n’est appelée que en mode normale de Caliseq, dans la mesure ou elle peut lire un
alignement de séquence (alors que dans le mode de recherche de Caliseq, les séquences soumises sont
traitées une a une). La variable utilisé pour retenir les séquences en mémoire est de type ConsFrags?2,
du méme type que la variable multicons utilisé dans ReadMulCons() : elle s’appelle cette fois ci
alifreq. L’architecture de la fonction AlignToFreq() est elle aussi vraiment similaire a celle de
ReadMulCons() , excepté le fait qu’il n’y a plus besoin de rechercher des « # » qui délimitent les
blocs, ni méme de créer un fichier temporaire pour la lecture de ceux-ci : I’intégralité du fichier est lu
par la fonction read_alignement() . CreateWeight() et CreateCons()  sont ensuite appelés
pour construire la matrice consensus, qui s’apparente vraiment, dans le cas d’alifreq, a une matrice de

fréquence.

Fonction AlignToFreq(ali_file)

Déclaration de alifreq

* mise en mémoire des séquences *
Lire le fichier ali_file et sauvegarder dans alifreq->sfrags les alignements de tout le fichier

* création d’une table de pondération pour chaque séquence *
alifreq regoit en sortie de CreateWeightl(alifreq) lui-méme, complété de alifireq->weight

* création de la matrice consensus globale de tout le jeu de bloc *
alifreq regoit en sortie de CreateCons(alifreq) lui-méme, complété de multicons->rcons

Algorithme 7.5 Algorithme simplifié¢ de la fonction AlignToFreq() qui permet la lecture et la création du profil
pour la séquence cible ou son pré-alignement. La fonction regoit en argument d’entrée le fichier ali_ali (ainsi que
son emplacement pour I’ouverture du fichier) et retourne une variable de type ConsFrags2 dont tous les champs
ont été complétés.

3.4.6 Lafonction CreateWdel() de mulcons.c

La fonction CreateWdel()  permet de construire la troisiéme et derniére matrice pour la
programmation dynamique (un du moins, une partie), celle des poids de délétion. En effet, la matrice
de substitution est en partie déja créé par la fonction CreateCons()  qui crée également la matrice
d’insertion. En quelque sorte, les « PSSMs séquentielles » issues des blocs correspondent a la
premicre moiti¢ de la matrice de substitution et il suffit de la multiplier avec la matrice consensus (ou
fréquence) issu de ’alignement de la séquence cible avec ses proches, pour obtenir la matrice finale de

substitution. Il en est de méme pour la matrice de délétion.

Caliseq ne gére que les poids d’ouverture de gap (gap op) et les poids de gap face a un gap
(gap_gap). Le poids d’ouverture de gap peut étre controlé en entrée du programme a partir de 1’option

«—g » suivi d’un coefficient pour atténuer au diminuer la valeur du gap. Le calcul et I’attribution du
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poids des deux type de gaps s’effectuent quant a eux dans la procédure CreateCons()
précédemment décrite. Leurs valeurs sont sauvegardées dans la variable de type ConsFrags2 issue des
blocs. C’est d’ailleurs cette méme variable qui est passée a la fonction CreateWdel()  pour construire
la matrice de délétion. Cette matrice est particuliére dans I’outil Caliseq, car il fallait trouver un moyen
pour ne pas pénaliser 1’apparition de gap entre les blocs, permettant ainsi aux blocs de « coulisser » sur
la séquence cible (ou le pré-alignement) sans contrainte. Afin de remplir cette condition, 1’idée a été de
ne pas pénaliser les 1’apparition de gap en fin de chaque bloc. Ainsi, la matrice de délétion peut étre
schématisée comme sur la Figure A 3-6, ou en fin de chaque bloc, 1’apparition d’un gap entre les blocs
n’entraine aucune pénalité.
Blocy Bloc, Blocn-1 Bloc,

PP —— P ¢— P ¢ ¢—> —>
1234..L1234..0L1234..L1234..L1234..L1234..L

0O w>

alphabet <

Figure A 3-6 Schéma de la matrice de délétion. La dimension de la matrice correspond en hauteur a I’alphabet
utilisé (nombre de symbole) et en largeur au nombre total de résidus d’une séquence a travers tous les blocs. Ici
chaque bloc est représenté par des positions (1, 2, 3, 4 ..., L) ou L correspond a la derniére position du bloc. En
gris correspond aux parties de la matrice dont le poids est gap_op, en vert, gap_gap et en rouge, 0. Ainsi, a la fin
de chaque bloc, ’apparition de gap entre les blocs n’est pas pénalisée (=0)

Cette fonction est appelée juste avant I’algorithme de programmation dynamique, soit par la
fonction Calign()  soit par la fonction Caliseq() . Tout comme la matrice consensus, elle a été

programmeée sur une matrice a 1 dimension, et est de type RConsenus (cf.Tableau A 3-2).
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Fonction CreateWdel(multicons de type ConsFrags2)

Définition de la matrice de délétion Wdel
Récupération des valeurs de gap_op et gap_gap de multicons

* remplissage de toute la matrice par gap_op */

Pour tous les éléments i de la matrice Wdel, faire :
Wdel->poids[i] = gap op

fin pour

/* remplissage de la ligne correspondant au symbole « —» de la matrice par gap_gap *

Pour tous les ¢léments i de la matrice correspondant au symbole « — », faire :
Wdel->poids[i] :== gap _gap

fin pour

* remplissage de la dernicre position de chaque bloc par 0 */
Pour chaque bloc, faire :
Pour chaque symbole, faire :
Si (on est sur la position i finale d’un bloc) alors Wdel->poids/[i] == 0.00
fin pour
fin pour
* En réalité, dans le programme, j’utilise un pointeur vers I’adresse de Wdel->poids que je remplie au fur et a mesure */

retourner a la fonction appelante Wdel

Algorithme 7.6 Algorithme simplifié de la fonction CreateWdel() qui prend en entrée la variable de type
ConsFrags2 provenant du fichier cons_file pour créer une matrice de délétion. Elle est appelée par Calign() ou
Caliseq().

3.4.7 Les fonctions Calign() et Caliseq() de mulco ns.c

Calign() ainsi que Caliseq() sont les deux fonctions qui réalisent la recherche de
I’alignement optimale entre les profils des blocs et le profil de la séquence cible par un algorithme de
programmation dynamique de type NWS (cf. section 2.4.1.3 page 85). Dans le cas de Calign()  qui
permet le lancement de 1’outil Caliseq dans son mode normal, la réalisation de 1’alignement profil-
profil passe par 1’établissement d’une matrice d’alignement M/i,j]/ ou chaque élément de la matrice
donne le score de similarité obtenu pour un sous-alignement optimal des profils séquentielles A (issu
du fichier cons_file), de la position 1 a la position 7, avec les séquences cibles (soit simple soit pré-
alignées), B, de la position 1 a la position j. Cette matrice M/i,j] est alors construite a partir de trois
scores de similarité de sous-alignements optimaux M/i—1,j—1], M[ij—1], M[i—1,j]. En effet, M[i,j] est
le score maximal entre les trois scores suivants :

o M[i-1j-1] + W(,i)
o M[i-1;] +i(a)
* M[ij-1]+d(®by)
ou W(j,i) est le score de similarité entre la position i des « PSSMs séquentielles » et la position j du set

de séquences pré-alignées, i(a;) est le poids de gap dans B contre la position i sur 4 (insertion de la
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position i des « PSSMs séquentielles ») et enfin d(b;) est le poids de gap dans 4 contre la position j sur
B (insertion d’une colonne j des séquences pré-alignées). Le score de similarité W(j,i) pour une
position d’alignement i dans les « PSSMs séquentielles » avec la position j s’obtient alors par le
produit du poids a la position i des « PSSMs séquentielles » avec le poids a la position j du profil pour
les séquences pré-alignées. C’est pour cette raison que je comparais les « PSSMs séquentielles » a une
« demi » matrice de substitution. Le score de délétion s’obtient de la méme fagcon en multipliant le
poids a la position i de la matrice de délétion par le poids de la position j de la matrice consensus pour
les séquences pré-alignées. Le score d’insertion est quant a lui un peu différent, et s’obtient par
addition de la fréquence de gap multiplié par le poids d’un gap contre un gap a la position i avec son
complémentaire (1- fréquence de gap a la position i) multiplié par le poids d’ouverture de gap. Ainsi,
on comprend mieux 1’utilité d’avoir préparé les données nécessaires au calcul des trois matrices : 1) la
matrice de substitution, contenue dans la variable de type ConsFrags2 a été créée par la fonction
CreateCons() , ii) la matrice d’insertion contenue dans la méme variable et a été créée également par
la fonction CreateCons() (mais n’est contenu que dans la variable contenant les « PSSMs
séquentielles » et enfin, iii) la matrice de délétion qui est obtenue par appel a la fonction
CreateWdel() . Dans le cas de la fonction Caliseq() , D’algorithme présenté ci-dessus est
légérement simplifié, puisqu’il ne s’agit plus d’un alignement profil-profil, mais d’un alignement entre
un profil et une séquence simple. En effet, le fichier d’alignement de séquence ali_file, n’est plus lu
dans sa totalité cette fois-ci, mais chaque enregistrement est lu I’un aprés I’autre au fur et a mesure du
traitement. Cependant, pour pouvoir adapter I’algorithme précédent au traitement d’une séquence au
lieu d’un profil il a fallu indexer la séquence cible a ’aide de la fonction IndexSequence() et de la
désindexer une fois 1’alignement réaliser par la fonction DelndexSequence() . Cette indexation
correspond en fait & établir une correspondance de chaque position de la séquence avec 1’alphabet
utilis€. Les deux fonctions sont préexistantes au programme SmartConsAlign, et ne seront pas

détaillées.

En pratique, que ce soit pour Calign() ou Caliseq() , deux matrices d’alignements sont
utilisés : une contenant les meilleurs scores selon les trois chemins possibles pour chaque élément de
la matrice, et une autre matrice contenant justement les chemins empruntés. Ces deux matrices sont
remplies en simultanées lors de la programmation dynamique. Une fois le remplissage des deux
matrices effectuée, une fonction Backtracking() est appelé pour « remonter » le chemin dans la
matrice des chemins empruntés, correspondant a 1’alignement optimale. Cette fonction retourne dans
une variable de type caractére, le chemin « optimal ». Dans la procédure Calign() , les deux profils et

le chemin optimal sont envoyés a la fonction PrintAln() qui réalise I’affichage de I’alignement des
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séquences contenues dans chaque bloc sur la séquence cible (ou son pré-alignement). Dans la fonction
Caliseq()  en revanche, des opérations supplémentaires sont présentes, comme la vérification de la
longueur d’alignement avec le cut off sur la longueur, défini en parameétre d’entrée (option « —L »)
effectuée par LegnthSeqVSCutOff() ou encore, le calcul du z-score qui selon la comparaison avec
le seuil donnée en paramétre d’entrée (option « —Z ») permettra ou non 1’affichage de 1’alignement par

la fonction PrtAlnBank()  similaire a PrintAln() mais simplifiée.

Fonction Calign( multicons et alifreq de type ConsFrags2)

/* Création des 2 matrices d’alignement *
Récupération des longueurs des profils lpat et Iseq
Création des deux matrices de dimension /pat x Iseq /* Pathmatrix P et Scorematrix S */
Wdel := Création de la matrice de délétion par CreateWdel(multicons)
* Algorithme de programmation dynamique *
Pour chaque position i du profil de multicons->rcons, faire :
Pour chaque position j du profil de alifreq->rcons, faire :
Si (on n’est pas sur la premiére colonne ni la premiére ligne) alors :
Initialiser la variable poids de substitution wsub=0 /* cette variable permet de mémoriser les substitutions pour tout I’alphabet */
di == ajouter a la valeur de S/i—1,j] le poids d’insertion a la position i du profil multicons->rcons
dd = valeur de S/i-1,]
Pour tous les symboles de I’alphabet, faire :
Wausb := incrémenter par le produit du poids de la position i de multicons->rcons par le poids de la position j de alifreq->rcons
dd := incrémenter par le produit du poids de délétion Wdel/i] par le poids de la position j de alifreq->rcons
fin pour
ds = incrémentation par ajout de la valeur Sfi—1,j—1] par Wsub
Si (ds > dd et ds> di) alors /*cas de la substitution */

Slij] :=ds
P[i,j] == ‘SUB’ /* on inscrit le chemin par SUB si on vient de la diagonale, INS de la gauche et DEL de dessus*
fin si
Si (dd > ds et dd > di) alors /* cas de la délétion *
S[i,j] ==dd
P[ij] ="DEL’
fin si
Si (di > ds et di > dd) alors /* cas de ’insertion *
S[i,j] =di
P[ij] ="INS’
fin si

fin si

Si (on est sur la premiere ligne de la matrice d’alignement) alors
S/i,j] = S[i—1,j]+ poids de gap
Pfij] ="INS’

fin si

Si (on est sur la premiere colonne de la matrice d’alignement) alors
S[i,j] = S[ij-1]+0
P[ij] ="DEL’

fin si
Si (on est sur la premiére case de la matrice d’alignement) alors
Slij] = 0
P[ij] = ‘ROOT’
fin si
fin pour
fin pour

dmax = score de la derniére case de S

bestpath := récupere le chemin optimale par la fonction backtraking(P,lseq, Ipat)
PrintAln(bestpath, multicons, alifreq, autres variables a afficher) permet d’afficher le résultat
Retourner dmax a ’application appelante

Algorithme 7.7 L’algorithme simplifi¢ de Calign() est présenté ici. Il pend en arguments d’entrée les deux
variables de types ConsFrags2 multicons issu du fichier cons_file et alifreq issu du fichier ali_file. En pratique, les
matrices Pathmatrix et Scorematrix sont des tableaux a une dimension ou les lignes de la matrice sont mises bout a
bout.
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Fonction Caliseq( multicons de type ConsFrags2et cureseq de type ‘sequence’, balise, ecart, mu)

/* Caliseq() regoit plus d’arguments que Calign() dont curseq a la place de alifreq, balise pour savoir si on est ou non a la premiére lecture,
ecart et mu pour calculer le z-score*;

/* Création des 2 matrices d’alignement *

Récupération des longueurs du profil /pat et de la séquence Iseq

Indexation de la séquence curseq par IndexSequence(curseq)

Création des deux matrices de dimension /pat X Iseq /* Pathmatrix P et Scorematrix S */

Wdel := Création de la matrice de délétion par CreateWdel(multicons)

/* Algorithme de programmation dynamique *
Pour chaque position i du profil de multicons->rcons, faire :
Pour chaque position j de la séquence de curseq, faire :
Si (on n’est pas sur la premiére colonne ni la premiére ligne) alors :

di == ajouter a la valeur de S/i—1,j/ le poids d’insertion a la position i du profil multicons->rcons
ds = ajouter a la valeur de S/i—1,j—1] le poids de substitution multicons->rcons->poids[j]
dd = ajouter a la valeur de S/i—1,] le poids de délétion Wdel[j]
Si (ds > dd et ds> di) alors /*cas de la substitution */

Sfij] :=ds
P[i,j] == ‘SUB’ /* on inscrit le chemin par SUB si on vient de la diagonale, INS de la gauche et DEL de dessus*
fin si
Si (dd > ds et dd > di) alors /* cas de la délétion */
Sfij] :==dd
PJij] ="DEL’
fin si
Si (di > ds et di > dd) alors /* cas de ’insertion */
Sfij] =di
P[ij] ="INS’
fin si

fin si

Si (on est sur la premiere ligne de la matrice d’alignement) alors
S[i,j] := S[i—1,]+ poids de gap
P[ij] ="INS’

fin si

Si (on est sur la premiére colonne de la matrice d’alignement) alors
S(ij] .= S[ij-1]+0
P[ij] ="DEL’

fin si
Si (on est sur la premiére case de la matrice d’alignement) alors
Slij] = 0
P[ij] = ‘ROOT’
fin si
fin pour
fin pour

dmax := score de la dernicre case de S
bestpath = récupere le chemin optimale par la fonction backtraking(P,lseq, [pat)
curseq est désindexé par DelndexSequence(curseq)

/* Si I'utilisateur a déterminer un seuil de longueur maximale entre le premier bloc et le dernier, alors la condition est vérifiée */
Si (LenthSeqCutOff(bestpath) est vrai) alors retourner dmax a la fonction appelante /* premicre sortie de la fonction *
/* Lorsqu’on lance Caliseq() pour la seconde fois */
Si (balise est activée) alors

Calcul du z-score

Si (z-score > seuil défini par ’utilisateur) alors

PrtAlnBank(bestpath, multicons, alifreq, autres variables a afficher) permet d’afficher le résultat

fin si
fin si
Retourner dmax a I’application appelante

Algorithme 7.8 L’algorithme simplifi¢ de Caliseq() est présenté ici. Il pends en arguments d’entrée la
variables multicons issu du fichier cons_file de type ConsFrags2 et la séquence curseq qui est un enregistrement
du fichier ali_file. La construction des matrices d’alignement est identique a celle de Calign()
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3.4.8 Les fonctions PrintAln() et PrtAlnBank() de m  ulcons.c

Dans le déroulement du programme, les fonctions PrintAlin() et PrtAlnBank() sont les
derni¢res sollicitées. Elles réalisent toutes les deux ’affichage de I’alignement optimale a partir des
deux « super variables » de type ConsFrags2, contenant les séquences a la fois pour le jeu de blocs
mais aussi de la séquence cible ou pré-alignée avec ses proches, et a partir de la variable contenant le
chemin optimal obtenu de la programmation dynamique. En réalité, ces deux fonctions n’affichent pas
les résultats en sortie standard du programme : elles appellent des procédures prédéfinies qui réalisent
cette tiche, comme PrintFastaAli() ou PrintClustalAli() du fichier readmultali.c. En effet,
PrintAlin() et PrtAlnBank()  sont en fait des procédures qui vont déclarer et créer un alignement
virtuel en machine, et sauvegarder cet alignement dans une variable de structure sSeqs (cf. Tableau A
3-2). Pour ce faire, le nombre total de séquences présentes dans les deux « super variables » est
compté, puis utiliser pour déclarer le nombre total de séquence dans la nouvelle structure sSegs.
Sachant ensuite que le chemin optimal contient les informations pour chaque position de 1’alignement
optimal, la longueur des séquences de ’alignement finale est ainsi déterminée et correspond a celle du

chemin optimal.

Une fois déclarée, la variable recueillant 1’alignement finale peut alors étre complétée : a chaque
position de la variable contenant le chemin optimal contient une directive pour une position de
I’alignement globale. Ces directives sont de trois types : soit i (pour insertion) soit d (pour délétion) et
enfin, soit s (pour substitution). La complétion de 1’alignement globale dépend de ces trois directives :

*  Lorsqu’il s’agit de la directive ‘DEL’ (ou ‘d’), des gaps ‘—* sont placés dans I’alignement
global final a la place des résidus des séquences dans les blocs, tandis que les résidus d’une
méme colonne de 1’alignement en séquences sont recopiés dans 1’alignement global finale ;

e Lorsqu’il s’agit de la directive ‘INS’ (ou ‘i’), des gaps ‘—° sont placés dans 1’alignement
global final) la place des résidus de ’alignement en séquences, tandis que les résidus d’une
méme colonne de I’alignement en séquences dans les blocs sont recopiés dans 1’alignement
global finale ;

*  Et enfin, lorsqu’il s’agit de la directive ‘SUB’ (ou ‘s’), les résidus d’'une méme colonne a la
fois pour I’alignement de séquences dans les blocs et pour 1’alignement de séquences cibles,

sont recopiés dans I’alignement global finale.
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A noter que la fonction PrtAlnBank()  est une copie simplifiée de son homologue PrintAln()
qui n’a qu’a afficher les séquences des alignements contenus dans les blocs et une séquence
supplémentaire. Il y a donc moins de traitement (moins de structure de controle de type boucle) a faire.

Je ne présenterai donc pas son algorithme.

Fonction PrintAln(mnulticons et alifreq de type ConsFrags2, bestpath et autres variables a afficher)

Récupération de la longueur pathlen de bestpath

/* Création de la variable qui contiendra 1’alignement global final *

Récupération du nombre de séquences dans les blocs nbmul

Récupération du nombre de séquences dans I’alignement cible nbali

Création de la variable sseqs qui contiendra I’alignement global final contenant le nombre nbmul+nbali séquences de longueur pathlen

Pour tous les champs seqnames de sseqs->seqnames, faire /* Cette boucle a été simplifié en ici, en traitant en simultané les deux cas *
Recopier les noms correspondant dans multicons->sfrags->seqnames et alifreq->sfrags->seqnames

fin pour

*remplissage de I’alignement global final */
Pour toutes les positions i jusqu’a pathlen, faire
Si (bestpath[i] est égale au caractere ‘s’) alors
Pour toutes les séquences id_mul du bloc id_frag a la position pmul, faire :
Recopier sur Sssegs-> seqs/[id_mul][i] le résidu correspondant a multicons->sfrags/id_frag]->seqs[id_mul] [pmul]
fin pour
Pour toutes les séquences id_ali a la position pali, faire :
Recopier sur Sssegs-> seqs/nbmul+id_ali][i] le résidu correspondant alifreq->sfrags[0]->seqs[id_ali][pali]
/*nbmul+id_ali pour ne pas écraser la partie alloué¢e aux alignements dans les blocs*/
fin pour
incrémenter pmul et pali
Si (pmul atteint la dernicre position dans un bloc) alors
incrémenter id_frag
remettre pmul a zero /*début d’un autre bloc*
fin si
fin si
Si (bestpath[i] est égale au caractere ‘d’) alors
Pour toutes les id_mul séquences de 1’alignement global final jusqu’a la séquence nbmul, faire :
Ssseqs-> seqsfid_mul][i] = ‘—*
fin pour
Pour toutes les séquences id_ali a la position pali, faire :
Recopier sur Sssegs-> seqs/nbmul+id_ali][i] le résidu correspondant alifreq->sfrags/0]->seqs[id_ali][pali]
fin pour
incrémenter pali
fin si
Si (bestpath[i] est égale au caractere ‘i°) alors
Pour toutes les séquences id_mul du bloc id_frag a la position pmul, faire :
Recopier sur Sssegs-> seqs[id_mul][i] le résidu correspondant a multicons->sfrags/id_fragj->seqs[id_mul] [pmul]
fin pour
Pour toutes les id_ali séquences de m’alignement global final jusqu’a la séquence nbali, faire :
Ssseqs-> seqs/nbmul+id_ali][i] = ‘—*
fin pour
incrémenter pmul
Si pmul atteint la derniére position dans un bloc, alors
incrémenter id_frag
remettre pmul a zero /*début d’un autre bloc*
fin si
fin si
fin pour
selon le format choisi par I’utilisateur
PrintClustalAli(ssegs, autres variables a afficher)
Ou par défaut PrintFastaAli(ssegs, autres variables a afficher)
fin selon
retourner la valeur 1 a la fonction appelante /* informe la fonction précédente que tout s’est bien déroulé *

Algorithme 7.9 Algorithme simplifié de PrintAln() qui prends le chemin optimal sous forme de chaine de
caracteéres bestpath, ainsi que les deux « super variables » de type ConsFraqs2, multicons et alifreq. La procédure
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crée alors un alignement globale finale et envoie cet alignement finale en sortie standard par 1’appel a deux
fonctions PrintClustalAli() ou PrintFastaAli( )

3.4.9 Les autres fonctions utilisées par l'outil Ca  liseq

Les fonctions présentées précédemment réalisent les opérations principales de Caliseq, telles
que les lectures des fichiers spécifiques pour Caliseq, les créations de matrices et 1’alignement des
blocs sur la séquence cible. L’outil Caliseq nécessite toutefois 1’appel a d’autres fonctions dont
I’écriture a été nécessaire pour simplifier ou clarifier le code (comme les fonctions pour déclarer des
tableaux de fagon dynamique en langage C) mais aussi des fonctions préexistantes a SmartConsAlign
ou a d’autre programme, suffisamment modulaires pour étre réutilisées sans avoir a modifier leur code
source. Il s’agit pour la plupart des fonctions permettant la lecture des fichiers au format fasta et la
sauvegarde séquences qui y sont présentes (comme NewFastaSequence() , ReadFastaSequence()
ou encore read_alignement() ) ou de leur écriture au format fasta ou clustal (PrintFastaAli()
ou PrintClustalAli() ). On retrouve ¢galement des fonctions destinées de créer un arbre,
Init_minimier() , créer les éléments de cet arbre, sNewSeq2Keep() , le remplir, range() , et enfin
récupérer les éléments par ordre hiérarchique, get_minimier_swres() . Ces quatre fonctions sont
d’ailleurs assez communes a la création d’arbre en générale. En fait la particularité principale de cet
arbre est de mémoriser des séquences en fonction d’un score. Pour Caliseq, c’était bien entendu le
score d’alignement qui allait me servir classer les séquences. Le nombre de feuille de I’arbre est quant
a lui déterminé par I’utilisateur en paramétre d’entrée. On peut en outre constater dans 1’algorithme de
la procédure Main() , qu’a la fin du premier tour —premicre fois qu’on utilise la fonction Caliseq() —,
toutes les feuilles sont « remplies ». C’est seulement a la second utilisation de Caliseq() , que les
séquences identifiés comme P450s sont isolées et affiché selon le z-score qui est calculé en fonction de
leur score d’alignement respectif. Comme il sera vu plus tard, la création de 1’arbre était importante
pour éviter de relire deux fois la banque de données de séquences. Pourquoi ? Le z-score se calculant a
partir de la moyenne et de 1’écart type, il était nécessaire de parcourir au moins une fois toute la

banque.

Il reste enfin trois autres fonctions que j’ai €crites et que je n’ai pas décrites ici : Getfreq()
Bactracking() et LengthSeqVSCutOff() . Ces fonctions ne présentent pas un intérét
algorithmique particulier par rapport aux autres fonctions décrites — elles ne comportent aucune
contrainte liée par exemple a la gestion de séquences multiples séparées 1’existence des blocs — La

premicre permet a la réception d’un symbole (un acide aminé codé sur une lettre ou un gap) de
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retourner sa fréquence correspondante : elle repose sur une structure de controle type swtich/case. La
seconde fonction permet a partir de la matrice d’alignement contenant les chemins, de récupérer le
chemin optimal en remontant toute la matrice de la case la plus basse a droite vers la case la plus haute
a gauche (‘ROOT’), en suivant chaque fois les informations de directions a chaque case. Une fois le
chemin récupéré, la fonction Backtracking() inverse la séquence (contenant les lettre i, s ou d) du
chemin obtenu, pour I’avoir dans I’ordre et renvoie ce chemin a la procédure appelante. La fonction
LengthSeqVSCutOff() permet quant a elle de vérifier si 1’alignement des blocs sur la séquence
cible ne dépasse pas une longueur seuil, imposée par 1’utilisateur en parameétre d’entrée. Son intérét
sera justifié dans les sections a venir. L’astuce pour cette fonction est d’avoir utilisé la séquence du
chemin optimal, et compter le nombre de délétions présentes en début et fin de chemin pour
déterminer par opération de soustraction (entre la taille totale du chemin et le nombre de délétion), la

longueur totale nécessaire pour aligner les blocs sur la séquence cible.
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Modeller : Stratégie adaptée aux blocs

« Changez vos stratégies et tactiques, mais jamais vos principes.»

John Kessel (1950 — 20XX ap JC)
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Le logiciel Modeller n’a pas une nomenclature difficile pour son exécution : il suffit de lancer le
programme avec le fichier de directive désiré. Ce fichier est donc trés important et va étre détaillé pour

deux cas de figure : i) la construction d’un modele et ii) la reconstruction des boucles.

4.1 Construction d'un modele sous Modeller
Quelque soit I’approche, Modeller prends toujours deux fichier en entrée standard pour construire

un modele (en plus des fichiers PDB de chaque templates) : un fichier d’alignement dans un format
particulier, correspondant dans mon cas aux alignements de P450s — c’est I’alignement des femplates
sur la séquence du P450 a reconstruire, issu de Caliseq aprés traitement — et un ficher de directive,

comprenant les commandes adéquate pour Modeller.

4.1.1 Fichier d’alignement (ali)

Le fichier d’alignement utilisé par Modeller s’apparente beaucoup au format fasta, c’est pourquoi
j’avais des le départ opté pour travailler les alignements a ce format. Les principales particularités
correspondent aux entétes, mais également a certains marqueurs qu’il ne faut pas oublier en fin de
séquence comme il a été a la section 2.2.1 des annexes. La Figure A 2-5 de la page 307 présente le
fichier d’alignement que j’ai donné a Modeller pour la reconstruction d’'un CYP 2A1 a partir de
structure proche (environs 30% d’identité en séquence). Trois structures de référence ont été utilisées :
un CYP 2B4 (1suo), un CYP 2A13 (2p85) et un CYP 2D6 (2fq9). C’est un cas de figure assez simple
dans la mesure ou les CYPs appartiennent tous a la famille des 2. Les séquences des trois structures de

références ont été préalablement alignées avec la séquence de la protéine cible a construire.

4.1.2 Fichier de directives (top)

Le fichier de directives est le fichier contenant toutes les commandes, les renseignements
nécessaire au bon fonctionnement Modeller. La possibilité en commandes est nombreuse. Le fichier se
comporte comme un script shell” avec son lot de variables et de fonctions. Il est & noter que le
« langage » de ce fichier change 1égérement entre les différentes versions de Modeller. Ainsi, dans sa
derniére version, Modeller 9, I’interfacage directive/exécution du logiciel fait intervenir un script
python a la place du shell, et le langage s’apparente plus & de 1’objet (en terme de programmation).
L’exemple de la Figure A 4-1 est le fichier de directives pour le fichier d’alignement présenté

précédemment.

11 s’agit d’un langage de programmation et d’interfacage avec la machine sous unix
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#

INCLUDE #1In clude the predefined TOP routines
SET ALNFILE ='CYP1A2.ali' # al ignment filename

SET KNOWNS ='2p85' '1suo' '2f9q' #co des of the tenpl ates

SET SEQUENCE ='CYP1A2' #co de of the target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY ="/.../atom_files' # di rectories for input atom files

SET STARTING_MODEL=1 #in dex of the first model

SET ENDING_MODEL =100 #in dex of the last model

SET TOPOLOGY_MODEL =1, HYDROGEN_IO = on, HETATM_IO =on, WATER_IO =on

SET TOPLIB = '$(LIB)/top.lib'

SET PARLIB = '$(LIB)/par.lib’

SET DEVIATION =4.0 # have to be >0 if more than 1 model

SET RAND_SEED =-12312 # to have di fferent models from another TOP file
SET FINAL_MALIGN3D =1

SET MD_LEVEL = 'refine_3'

# SET OUTPUT_CONTROL=11111

SET REPEAT_OPTIMIZATION =3
CALL ROUTINE = 'model' # do homolog y modelling

Figure A 4-1 Exemple de fichier de directives pour le fichier d’alignement présenté précédemment.

Le fichier de directives ressemble donc a un script shell ou tous les commentaires sont protégés
par la balise « # », les variables sont définies par la commande « SET » et le lancement des différentes
fonctions se fait par la commande « CALL ROUTINE ». Bien entendu, il en existe bien d’autres, que
je serai amené a présenter plus tard. Ici, la premiére commande INCLUDE indique a Modeller de qu’il
doit récupérer toutes les fonctions et les variables prédéfinies et préformatées au programme (sinon, il
faudrait définir chaque variable utilisée). La variable ALNFILE va contenir le nom du fichier
d’alignement pour Modeller. KNOWNS est une variable qui répertorie les codes PDB des structures
de références utilisées (2p85, 1suo et 2f9q dans le cas présent). SEQUENCE est la variable qui
correspond au nom de la protéine a construire a partir de sa séquence. Elle permet également de
donner la racine des noms de fichiers qui sont générés. ATOM FILES DIRECTORY renseigne a
Modeller ou sont situés les fichiers PDB des structures templates. STARTING MODEL et
ENDING MODEL correspondent au premier et au dernier modéle créés. La ligne avec
TOPOLOGY MODEL permet de prendre en compte a la fois les atomes d’hydrogeéne, les
hétéroatomes et 1’eau (qu’on peut mettre a off). DEVIATION et RAND SEED permettent lors de
nombreuses constructions de modéle une certaines variabilités entre eux. FINAL MALIGN3D permet
d’aligner structuralement le modéle résultant avec les templates, MD LEVEL correspond au degré de
raffinement demandé (par défaut 1) pour les boucles par un recuit simulé (boucles qui sont soit
définies par I’utilisateur, soit automatiquement repéré par Modeller) e¢ REPEAT OPTIMIZATION

permet enfin de définir le nombre de cycle d’optimisation (par défaut 1). La commande



346 Annexe 4. Modeller : Stratégie adaptée aux blocs

CALL_ROUTINE se charge alors de lancer le programme. Il faut moins d’une heure pour construire

un seul modele, ce qui est relativement rapide.
4.2 Reconstruction des boucles sous Modeller

Sous Modeller, il est possible de reconstruire les boucles durant le processus de construction du
modg¢le, vu précédemment. Il est également possible d’effectuer ce travail postérieurement a celui de
la reconstruction du modele. Dans ce dernier cas, Modeller prends également deux fichiers d’entrée,
dont un seul a paramétrer, le second étant la structure au format PDB sur laquelle on effectue les
opérations. Le fichier de directive est construit de maniére identique a celui présenté précédemment. A
la différence prés que I’information sur le fichier d’alignement est remplacé par celui du fichier PDB a
utiliser (généralement, un modele issu de Modeller). Ce fichier comporte un nombre important de
directives, mais les plus importantes sont celles permettant la délimitation des zones de boucles qui

sont présentés a la Figure A 4-2, toujours pour I’exemple du CYP 1A2.

SUBROUTINE ROUTINE ='select_loop_atoms'

PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '73'" '82' , SELECTION_STATUS = 'initialize'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '89" '95' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '123" '134' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '154" '160' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '180" '186' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '201' '226' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = 252" '255' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '264' '276' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '319" '341' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '403' '421' , SELECTION_STATUS = "add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '459' '463' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '469' '473' , SELECTION_STATUS = 'add'
PICK_ATOMS SELECTION_SEGMENT = '482" '489' , SELECTION_STATUS = 'add'
RETURN

END_SUBROUTINE

Figure A 4-2 Création d’une fonction permettant la déclaration des régions variables 8 Modeller. Les numéros
de résidu de début et de fin permettent de délimiter ces régions. Cas de la reconstruction d’un CYP 1A2 en
utilisant mon set de bloc général

Une fois les résidus délimitant les boucles renseignés, c’est au tour des résidus délimitant les
blocs : des contraintes spatiales de distances, d’angles et de torsions vont étre appliquées afin de
perturber un minimum 1’agencement spatial au niveau de ces régions. La déclaration de ces résidus est

montrée a la Figure A 4-3.
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SUBROUTINE ROUTINE = 'special_restraints'
SET ADD_RESTRAINTS = on
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ="'ALPHA’, RESIDUE _IDS ='83" '88'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE _IDS ='96" '122'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE  _IDS ='135" '153'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ="ALPHA', RESIDUE _IDS ='161" '179'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ="ALPHA', RESIDUE _IDS ='187" '200'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE = _IDS ='227' '251'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE  _|DS ='256" '263'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ="ALPHA', RESIDUE _IDS ='277" '318
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ="ALPHA', RESIDUE _IDS ='342" '402'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE  _|DS ='422" '458'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE  _IDS ='464" '468'
MAKE_RESTRAINTS RESTRAINT_TYPE ='ALPHA', RESIDUE  _IDS ='474" '481'
RETURN

END_SUBROUTINE

Figure A 4-3 Création d’une fonction permettant la déclaration les résidus entre lesquels des contraintes
spatiales vont étre appliqués : de distance, d’angles de torsion, impropres et diedres ¢, Y, et X, etc... Cas de la
reconstruction d’un CYP 1A2 en utilisant mon set de bloc général






ANNEXE D

Des alignements en vrac...

« C’est parce qu’on imagine simultanément tous les pas qu’on devrait faire
qu’on se décourage, alors qu’il s’agit de les aligner un a un.»

Marcel Jouhandeau (1888 — 1979 ap JC)
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Annexe 5. Des alignements en vrac...

Dans cette annexe, seront présentés quelques alignements représentatifs qui n’ont pu figurer dans

les résultats, par souci de place. Les régions conservées sont indiquées par des majuscules et les

régions variables par des minuscules.

loxa
1gwi
1rom
lcpt
3cpp
1e9x
2hpd
log5
1pg2
1nré
1dt6

1 - atVP dleSDSFHVD w-------- Y STYAEL

D GESARL

1 -------aPS fpfSRASGPE p--------P AEFAKL

1 --mdaratlP ehiARTVILP ggyaddeviY PAFKWL
mY NPSNLS
-hL EEFRTD
-------- LLNTDK
--L QIGIKD

gkIPP gptPFPIIGN
[R— PP gptPFPIIGN j---meoa- L QIDAKD

CYP3A4 1 hglfkkigIP gptPLPFLGN -------- I LSYHKG

loxa
1gwi
1lrom
lcpt
3cpp
1e9x
2hpd
log5
1pqg2
1nré
1dt6

86 athmGTSDPP THTRLRKLVS QEFTVRRVEA MRPRVE
82 grsmLTVDGA EHRRLRTLVA QALTVRRVEH MRGRIT
79 kptfiVDMDPP EHMHQRSMVE PTFTPEAVKN LQPYIQ
99 idsITSMDPP THTAYRGLTL NWFQPASIRK LEENIR

91 p---TSMDPP EQRQFRALAN QVVGMPVVDK LENRIQ
84 --egVVFDAS PERRKEMLHN AALRGEQMKG HAATIE
85 gIftSWTHEK NWKKAHNILL PSFSQQAMKG YHAMMY
82 givISNGKKW KEIRRFSLMT LRNFGMGKRS IEDRVQ
84 giisSNGKRW KEIRRFSLTT LRNFGMGKRS IEDRVQ
85 giafSNAKTW KEMRRFSLMT LRNFGMGKRS IEDRIQ
82 giafSNAKTW KEMRRFSLMT LRNFGMGKRS IEDRIQ

CYP3A4 88 a--iSIAEDE EWKRLRSLLS PTFTSGKLKE MVPIIA

loxa
1gwi
1lrom
lcpt
3cpp
1e9x
2hpd
log5
1pqg2
1nré
1dt6

170 SSEILVMDPE r--
167 FEKFFSTQTP ---
164 TQQNAIRTNG s
184 TQDFFGVEAA r-
172 TDQMTRPDGS
173 ERGTDPLAYV dp- --ylpiesfr rRDEAR
185 MNKLQRANPD dp--- --ayd-enkr qFQEDI
173 NENIEILSSP wiqvynnfpa lldyfpgthn KLLKNV
175 NENFRILNSP wigvennfpl lidcfpgthn KVLKNV
176 HENVELLGTP wiqvynnfpa lldyfpgihk tLLKNA
173 HENVELLGTP -----m-- -ldyfpgihk tLLKNA

---m tFAEAK

CYP3A4 178 TKKLLRFDFL dpfflsitvf pflipilevl nICVFP

loxa
1gwi
1rom
lcpt
3cpp
1e9x
2hpd
log5
1pqg2
1nré
1dt6

CYP3A4 278 YETTSSVLSF IMYELATHPD VQQKLQEEID AVLpnk

loxa
1gwi
1rom
lcpt
3cpp
1e9x
2hpd
log5
1pg2
1nr6
1dt6

242 FEASVSLIGI GTYLLLTHPD QLALVRADPS ALP---
237 HETTISLIVN AVVNLSTHPE QRALVLSGEA EWS---
237 NATMVNMIAL GVATLAQHPD QLAQLKANPS LAP---
253 HDTTSSSSGG AlIGLSRNPE QLALAKSDPA LIP---
241 LDTVVNFLSF SMEFLAKSPE HRQELIERPE RIP---
258 HHTSSGTASW TLIELMRHRD AYAAVIDELD ELYgdg
266 HETTSGLLSF ALYFLVKNPH VLQKAAEEAA RVLvdp
270 TETTSTTLRY ALLLLLKHPE VTAKVQEEIE RVIgrn
272 TETTSTTLRY GLLLLLKHPE VTAKVQEEID HVIgrh
270 TETTSTTLRY SLLLLLKHPE VAARVQEEIE RVigrh
256 TETTSTTLRY SLLLLLKHPE VAARVQEEIE RVigrh

322 P-SQFPDPHR FDVTRDTRG- -
318 ErAHGPTADR FDLTRTSGNFr --
318 E-EVFENPDE FNMNRKWPPq d
333 E-EVFSNPDE FDITRFPNR- ---------H LGFGWG
320 E-RENACPMH VDFSRQKVS- ---------H TTFGHG
356 P-EDFPDPHD FVPARYEQPTr gedlinrwtW IPFGAG
364 KtIWGDDVEE FRPERFENPs ---aipghaF KPFGNG
369 N-KEFPNPEM FDPHHFLDEQ g-nfkkskyF MPFSAG
371 D-KEFPNPNI FDPGHFLDKn g-nfkksdyF MPFSAG
369 E-KAFPNPKV FDPGHFLDESs g-nfkksdyF MPFSAG
355 E-KAFPNPKV FDPGHFLDES g-nfkksdyF MPFSAG

--H LSFGQG
--H ISFGHG
--P LGFGFG

CYP3A4 376 P-KYWTEPEK FLPERFSKKn k-dnidpyiY TPFGSG

loxa
1gwi
1lrom
lcpt
3cpp
1e9x
2hpd
log5
1pqg2
1nr6
1dt6

403 - 403
402 - 402
399 - 399
412 - 412
405 - 405
449 - 449
457 - 457
461 - 461
463 - 463
462 - 462
449 - 449

CYP3A4 474 a 474

RETA PVTPVRFLg- gDAWLVTGYD EAKAALSDIR LSSDPKKKyp gvevEFPAYL GFPEDVRNyf 85
RAAG PLAAVELPgg VPVWAVTHHA EAKALLTDpR LVKDINVWga wrgEIPADW PLIGLAN--p 81
RATN PVSQVKLFdg sSLAWLVTKHK DVCFVATSeK LSKVR-TR-- -- --QGFPEL SASGKQAAka 78
RDEQ PLAMAHIEgy dPMWIATKHA DVMQIGKQpG LFSNAeGSei lydgNNEAFM RSISGGCPhv 98
AGVQ EAWAVLQEsn vPDLVWTRCN GGHWIATRgQ LIREAYEDyr §sECPFIP REAGEAYDfi 90
PIGL MQRVRDECg- -DVGTFQLAG KQVVLLSG-S HANEFfFRag dd dIDQAKAY PFMTPIFG-- 84
PVQA LMKIADELg- -EIFKFEAPG RVTRYLSSQR LIKEACDE-s rf dkNLSQAL KFVRDFAG-d 84
ISKS LTNLSKVYg- -PVFTLYFGL KPIVVLHGYE AVKEAIID-l ge efSGRGIF PLAERANRgf 81
ICKS FTNFSKVYg- -PVFTVYFGM NPIVVFHGYE AVKEAIID-n ge  efSGRGNS PISQRITKgl 83
ISKS LTKFSECYg- -PVFTVYLGM KPTVVLHGYE AVKEAIVD-I ge  efAGRGSV PILEKVSKgl 84
ISKS LTKFSECYg- -PVFTVYLGM KPTVVLHGYE AVKEAIVD-lge  efAGRGSV PILEKVSKgl 81
FCMF DMECHKKYg- -KVWGFYDGQ QPVLAITDpD MIKTVIVKec ysviTNRRPF GPVGFMKS-- 87

--vd eAARGAFGRW 169

e eARLPRLKVL 166
-VPFNDLEYL 163

vp eDDEPLMLKL 183

QITA ELLDEV----
ELTD RLLDELp--

----gDSG VVDIVDRFAH PLPIKVICEL LG

aDGG VVDLKAAFAY PLPMYVVADL MG
-gcCANG PVDLVKEFAL PVPSYIIYTL LG -
--dFDG ECDFMTDCAL YYPLHVVMTA LG -

ELAC SLIESLr--- -PQG QCNFTEDYAE PFPIRIFMLL AG ~ ------| Ip eEDIPHLKYL 171
DQVR RMIADWg--- -------EAG EIDLLDFFAE LTIYTSSACL IG kkfrdgld gRFAKLYHEL 172
DIAV QLVQKWerln adehievPED MTRLTLDTIG LCGFNYRFNS FY  rdgphpfi tSMVRALDEA 184
EEAR CLVEELf--- ------| kTKA SPCDPTFILG CAPCNVICSI IF hkrfdykd qQFLNLMEKL 172
EEAH CLVEELr-- kTKA SPCDPTFILG CAPCNVICSV VF gkrfdykd gNFLTLMKRF 174
EEAR CLVEELr-- KkTNA SPCDPTFILG CAPCNVICSV IF hnrfdykd eEFLKLMESL 175
EEAR CLVEELf--- ------| KTNA SPCDPTFILG CAPCNVICSV IF hnrfdykd eEFLKLMESL 172
QYGD VLVRNLr-r- -----eaETG KPVTLKDVFG AYSMDVITST SF gvnidsin -NPQDPFVEN 177
REVV NFILDLVERR R-------TE PGDDLLSALI SVQDDDDg-- -- RLSADELT SIALVLLLAG 241
TELA SIMTDTVAAK R-------AA PGDDLTSALI QASENGD--- -- HLTDAEIV STLQLMVAAG 236

QELL DYLAILVEQR L-------VE PKDDIISKLC TEQVKPG NIDKSDAV QIAFLLLVAG 236
ATFY DYFNGFTVDR R-------SC PKDDVMSLLA NSKLDGN--- -- YIDDKYIN AYYVAIATAG 252
EALY DYLIPIIEQR R-------QK PGTDAISIVA NGQVNGR--- -- PITSDEAK RMCGLLLVGG 240

NGLV ALVADIMNGR lan--pptDK SDRDMLDVLI AVKAETG--- tp RFSADEIT GMFISMMFAG 257
KVMN DLVDKIIADR Kas-----GE QSDDLLTHML NGKDPETg-- -e PLDDENIR YQIITFLIAG 265
AFMK SYILEKVKEH Qes--mdmNN PQDFIDCFLM KMEKEKHNQ- ps EFTIESLE NTAVDLFGAG 269
ALTR SYIREKVKEH Qas--ldvNN PRDFIDCFLI KMEQEKDNg- ks ~ EFNIENLV GTVADLFVAG 271
DYIK NFIMEKVKEH QKI--ldvNN PRDFIDCFLI KMEQENN--- -| EFTLESLV IAVSDLFGAG 269
DYIK NFIMEKVKEH QKI--ldvNN PRDFIDCFLI KMEQENN--- -| EFTLESLV IAVSDLFGAG 255
REVT NFLRKSVKRM KesrledtQK HRVDFLQLMI DSQNSKEtes hk  ALSDLELV AQSIIFIFAG 277

-- -NAVEEILRY IAPP-eTTTR FAAEEVEIGG VA -IPQYSTV LVANGAANRD 321
-AVVEETLRF STPTshVLIR FAAEDVPVGD RV -IPAGDAL IVSYGALGRD 317
-QFVEELCRY HTASalAIKR TAKEDVMIGD KL -VRANEGI IASNQSANRD 317
-RLVDEAVRW TAPV-kSFMR TALADTEVRG QN -IKRGDRI MLSYPSANRD 332

-- -AACEELLRR FSLV--ADGR ILTSDYEFHG VQ -LKKGDQI LLPQMLSGLD 319

rsvs fhalrgipgl eNVLKETLRL HPPL-ILMR VAKGEFEVQG HR -IHEGDLV AASPAISNRI 355

-vps ykqvkglkyv gMVLNEALRL WPTAp-AFSL YAKEDTVLGG EY ~ pLEKGDEL MVLIPQLHRD 363
rspc madrshmpyt dAVVHEVQRY IDLLptSLPH AVTCDIKFRN YL -IPKGTTI LISLTSVLHD 368
rspc madrshmpyt dAVVHEIQRY SDLVpPtGVPH AVTTDTKFRN YL -IPKGTTI MALLTSVLHD 370
rspc madrsrmpyt dAVIHEIQRF IDLLptNLPH AVTRDVRFRN YE  -IPKGTDI ITSLTSVLHD 368
rspc madrsrmpyt dAVIHEIQRF IDLLPtNLPH AVTRDVRFRN YE  -IPKGTDI ITSLTSVLHD 354
appt ydtvigmeyl dMVVNETLRL FPIA-mRLER VCKKDVEING MF  -IPKGWVV MIPSYALHRD 375

IHFC MGRPLAKLEG EVALRALFGR FPALSLGIDA DdvwwWRRSLL LRSIDHLPVR Ldg------- 403
PHVC PGAALSRMEA GVALPALYAR FPHLDLAVPA AelrNKPVVT QBLFELPVR Lahh
DHRC IAEHLAKAEL TTVFSTLYQK FPDLKVAVPL GkinYTPLNR DVGIVDLPVI F-
AHMC LGQHLAKLEM KIFFEELLPK LKSVELSGPP R---LVATNF VGGPKNVPIR Ftka------ 412
SHLC LGQHLARREI IVTLKEWLTR IPDFSIAPGA Q--iQHKSGI VS GVQALPLV Wdpattkav- 405
RHRC VGAAFAIMQI KAIFSVLLRE YEFEMAQPPE SyrnDHSKMV VQAQPACVR Yrrrt----- 449
QRAC IGQQFALHEA TLVLGMMLKH FDFEDHTNYE LdikETLTLK PEFVVKAKS Kkiplgg--- 457
KRIC VGEALAGMEL FLFLTSILQN FNLKSLVDPK N---LDTTPV VN GFASVPPF Yqlcfipv-- 461
KRIC AGEGLARMEL FLFLTTILQN FNLKSVDDLK N---LNTTAV TK GIVSLPPS Yqicfipv-- 463
KRMC VGEGLARMEL FLFLTSILQN FKLQSLVEPK D---LDITAV VN GFVSVPPS Y(lcfipih- 462
KRMC VGEGLARMEL FLFLTSILQN FKLQSLVEPK D---LDITAV VN GFVSVPPS Yglcfipihh 449
PRNC IGMRFALMNM KLALIRVLQN FSFKPCKETQ IplkLSLGGL LQPEKPVVLK Vesrdgtvsg 473

Figure A 5-1 Exemple de I’alignement Clustalw avec le jeu de templates D. Les paramétres par défaut ont été
utilisés. Les régions conservées dans la séquence (indiquées en majuscule) coincident & peu prés avec le

positionnement des blocs par Caliseq.
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------------ ATVPdle- -SDSFHVDWY STYAEL
tikemp gpKTFGelkn IPLLNTDKPV QALMKI

Igwi 1 -meeeeeeee - ARIP---- -LDPFVTDLD GESARL
log5 1 - -pp gpTPLPvign iLQIGIKDIS KSLTNL
1pg2 1 ------klpp gpTPLPiign mLQIDVKDIC KSFTNF
inré 1 ----- gklpp gpTPFPiign iLQIDAKDIS KSLTKF

CYP3A4 1 hglfkkigip gpTPLPfign -ILSYHKGFC MFDMEC

loxa 84 ----fATNM GTSDPPTHTR LRKLVSQEFT VRRVEA
2hpd 97 Kkah--NILL PSFSQQAMKG YHAMMVDIAV QLVQKW
1gwi 80 ----pGRSM LTVDGAEHRR LRTLVAQALT VRRVEH
1095 92 keirfSLMT LRNFGMGKRS IEDRVQEEAR CLVEEL
1pg2 94 keirfSLTT LRNFGMGKRS IEDRVQEEAH CLVEEL
16 95 kemrfSLMT LRNFGMGKRS IEDRIQEEAR CLVEEL
CYP3A4 98 krlr--SLLS PTFTSGKLKE MVPIIAQYGD VLVRNL

loxa
2hpd
1gwi
log5

170 SSEILVMDPE rAEQRGQAAR EVVNFILDLV ERRR--
192 NPDDPAYDEN -KRQFQEDIK VMNDLVDKII ADRKas
167 FEKFFSTQTP -PEEVVATLT ELASIMTDTV AAKR--
190 FPALLDYFPG tHNKLLKNVA FMKSYILEKV KEHQes
1pg2 192 FPLLIDCFPG tHNKVLKNVA LTRSYIREKV KEHQas
1nr6 193 FPALLDYFPG iHKTLLKNAD YIKNFIMEKYV KEHQKI
CYP3A4 196 VFPFLIPILE VLN-ICVFPR EVTNFLRKSV KRMKes

loxa 259 HPDQLALVRA DPSALP---- ----momoeve ---- NA
2hpd 283 NPHVLQKAAE EAARVLvdp- vpsykqvkql kyngV
1gwi 254 HPEQRALVLS GEAEWS---- ---mmemmem ==

log5 287 HPEVTAKVQE EIERVIgrnr spcqurshm pytdAV
1pg2 289 HPEVTAKVQE EIDHVIgrhr spcmgdrshm pytdAV
inré 287 HPEVAARVQE EIERVIgrhr spcmgdrsrm pytdAV

CYP3A4 295 HPDVQQKLQE EIDAVLpnka pptydtvigm eyldMV

loxa
2hpd
1gwi
log5

339 G----meee- HLSFGQGIHF CMGRPLAKLE GEVALR
382 Ps--aipgha FKPFGNGQRA CIGQQFALHE ATLVLG
336 Nr-------- HISFGHGPHV CPGAALSRME AGVALP
386 Eggnfkksky FMPFSAGKRI CVGEALAGME LFLFLT
1pg2 388 Kngnfkksdy FMPFSAGKRI CAGEGLARME LFLFLT
1nr6é 386 Esgnfkksdy FMPFSAGKRM CVGEGLARME LFLFLT
CYP3A4 393 Knkdnidpyi YTPFGSGPRN CIGMRFALMN MKLALI

RETA PVTPVRFLG- QDAWLVTGYD EAKAALSDLR LSSDPKKKYP BYEF-PAY LGFPEDVRny 84
ADEL GEIFKFEAPg RVTRYLSSQR LIKEACDESR FDKNLSQALK FRDFAgDGL FTSWTHEKnw 96
RAAG PLAAVELPGg VPVWAVTHHA EAKALLTDPR LVKDINVWGAR®GEI-PAD WPLIGLAN-- 80
SKVY GPVFTLYFGI KPIVVLHGYE AVKEALIDLG EEFSGRGIFP LAERAN-RGF GIVFSNGKkw 91
SKVY GPVFTVYFGm NPIVVFHGYE AVKEALIDNG EEFSGRGNSP @RIT-KGL GIISSNGKrw 93
SECY GPVFTVYLGmM KPTVVLHGYE AVKEALVDLG EEFAGRGSVFEKVS-KGL GIAFSNAKtw 94
HKKY GKVWGFYDGq QPVLAITDPD MIKTVLVKEC YSVFTNRRPF GBFM-KSA ISIAEDEE-w 97

MRPR VE--QITAEL LDEV---GDS GVVDIVDRFA HP-----LPI KV
ERLN ADehlEVPED MTRLt-IDTI GLCGFNYRFN SFyrd--QPH PF
MRGR IT--ELTDRL LDELp--ADG GVVDLKAAFA YP-----LPM YV
RKTK AS--PCDPTF ILGCapcNVI CSIIFHKRFD YKdqqfiNLM EK
RKTK AS--PCDPTF ILGCapcNVI CSVVFQKRFD YKdgnfITLM KR
RKTN AS--PCDPTF ILGCapcNVI CSVIFHNRFD YKdeeflKLM ES

ICELLGVD EAARGAFGRW 169
ITSMVRAL DEAMNKLQRA 191
VADLMGIE EARLPRLKVL 166
LNENIEIL SSPWIQVYNN 189
FNENFRIL NSPWIQVCNN 191
LHENVELL GTPWLQVYNN 192

RREA ETgkPVTLKD VFGAysmDVI TSTSFGVNID SLnnpgdPFV EN TKKLLRFD FLDPFFLSIT 195

---T EPGDDLLSAL ISVQDDDDg- ----- RLSAD ELTSIALVLL LA

GFEASVSL IGIGTYLLLT 258

---G EQSDDLLTHM LNGKDPETg- ----ePLDDE NIRYQIITFL IA GHETTSGL LSFALYFLVK 282
---A APGDDLTSAL IQASENGD-- ----- HLTDA EIVSTLQLMV AA GHETTISL IVNAVVNLST 253
mdmN NPQDFIDCFL MKMEKEKHN- --qpsEFTIE SLENTAVDLF GA GTETTSTT LRYALLLLLK 286
IdvN NPRDFIDCFL IKMEQEKDN- --gksEFNIE NLVGTVADLF VA GTETTSTT LRYGLLLLLK 288
IdvN NPRDFIDCFL IKMEQENN-- ---- IEFTLE SLVIAVSDLF GA GTETTSTT LRYSLLLLLK 286
rleD TQKHRVDFLQ LMIDSQNSke teshkALSDL ELVAQSIIFI FA GYETTSSV LSFIMYELAT 294

VEEI LRYIAPP-ET TTRFAAEEVE IGGVAIPQYS TVLVANGAAN RD P-SQFPDP HRFDVTRDTR 338
LNEA LRLWPTAPAF SLYAKEDTVL GGEYPLEKGD ELMVLIPQLH REIWGDDV EEFRPERFEN 381
VEET LRFSTPTSHV LIRFAAEDVP VGDRVIPAGD ALIVSYGALG RIEErAHGPTA DRFDLTRTSG 335
VHEV QRYIDLLPTS LPHAVTCDIK FRNYLIPKGT TILISLTSVL HD N-KEFPNP EMFDPHHFLD 385
VHEI QRYSDLVPTG VPHAVTTDTK FRNYLIPKGT TIMALLTSVL HID-KEFPNP NIFDPGHFLD 387

IHEI QRFIDLLPTN LPHAVTRDVR FRNYFIPKGT DITSLTSVL HD E-KAFPNP KVFDPGHFLD 385
VNET LRLFPIA-MR LERVCKKDVE INGMFIPKGW VVMIPSYALH RP-KYWTEP EKFLPERFSK 392

ALFG RFPALSLGID ADAWWRRSL LLRGIDHLPV RLDG------ --
MMLK HFDFEDHTNY ELdiKETLTL KPEGFVVKAK SKKIplgg-- --
ALYA RFPHLDLAVP AAelrNKPVV TQNDLFELPV RLAHh----- --
SILQ NFNLKSLVDP KN---LDTTP VVNGFASVPP FYQLcfipv- --
TILQ NFNLKSVDDL KN---LNTTA VTKGIVSLPP SYQIcfipv- -
SILQ NFKLQSLVEP KD---LDITA VVNGFVSVPP SYQLcfipih --
RVLQ NFSFKPCKET QIplkLSLGG LLQPEKPVVL KVESrdgtvs ga

403
457
402
461
463
462
474

Figure A 5-2 Exemple d’alignement par Clustalw avec le jeu C. Comme constaté sur ’alignement, Clustalw
semble favoriser les mésappariements a I’insertion de Gap : les régions conservées sont longues.

1z80 1 -
lgwi 1

2ij2 1
1% 1 - -rg
CYP 3A4 1 malipdlame twlllavslv Ilylygthsh glfkk

1z80 51 sdlirlssdpk kkyp--gvev efpaylgfpe d---v
1gwi 50 tdprlvkdin vw-g--awrr geipadwp-l i---g
2ij2 60 -de--srfd- kn-Isqa--- --------- | k---f

1r9o0 58 idlgeef-s- gr-g--i--- ---
CYP 3A4 95 vkecysvft- nr-r--p--

1z80 132 ds-GVVD-IV DRFAHPLPIK VICELLGVDE K----
I1gwi 130 dg-GVVD-LK AAFAYPLPMY VVADLMGIEE A----
2ij2 132 nadEHIE-VP EDMTRLTLDT IGLCGFNYRF Nsfyr

1r90 130 -a-SPCD-PT FILGCAPCNYV ICSIIFHKRF Dykdq
CYP 3A4 166 tg-KPVT-LK DVFGAYSMDV ITSTSFGVNI Dsinn

1z80 197 LVERRRTE-- --p---GDDL LSALIRV-g- --DDD
1gwi 194 TVAAKRAA-- --p---GDDL TSALIQA-s- --ENG
2ij2 210 LVDKIIADrk asg-eqSDDL LTHMLNGk-- -dPET

1r90 210 KVKEHQESmMd mn---nPQDF IDCFLMKmek ekHNQ
CYP 3A4 252 SVKRMKEST| edtgkhRVDF LQLMIDSqns keTES

1z80 269 - —-SALPNAV EEILRYIAPP ETTTR
1gwi 265 -- —-AEWSAVV EETLRFSTPT SHVLI
2i2 294 -dpvpsykqv kqlKYVGMVL NEALRLWPTA PA-FS

1r90 297 n-rspcmqdr shmPYTDAVV HEVQRYIDLL PTSLP
CYP 3A4 342 k-apptydtv [gmEYLDMVV NETLRLFPIA MR-LE

1z80
1gwi
2ij2

1r90

345 GIHFCMGRPL AKLEGEVALR ALFGRFPALS LGlda

391 GQRACIGQQF ALHEATLVLG MMLKHF-DFE DHT--
394 GKRICVGEAL AGMELFLFLT SILQNF-NLK SLVdp

344 GPHVCPGAAL SRMEAGVALP ALYARFPHLD LAVpa

----- -tvpdle-sd s----f-hv- DWYRTYAELR E-TAPVTPVR f
----a ripldpf: vt- DLDGESARLR A-AGPLAAVE |
kempq pktfgelknl pl---I-ntd KPVQALMKIA DeLGEIFKFE a
klppg ptpl------ -- plgigik- DISKSLTNLS KvYGPVFTLY f
lgipg ptplpflgni Is---y-hk- GFCMFDMECH KkYGKVWGFY d

r--NY FATNMGTSd- p-PTHTRLRK LVSQEFTV:
|--AN PGRSMLTVd- g-AEHRRLRT LVAQALTV--
-vriDF AGDGLFTSwt heKNWKKAHN ILLPSFSQ
r--AN RGFGIVFSn- g-KKWKEIRR FSLMTLRNfg mgkr----SI E
v--GF MKSAISIAe- d-EEWKRLRS LLSPTFTS-- ---- gklkEM V

yr-GE FGRWSSeilv m--------- ------- L pe
rl-PR LKVLFEKffs t- q

dgpHP FITSMV---- -r aldeamnkin pddpaydenk r
qf-LN LMEKLNenik ilsspwipii --dyfpg--- ----------
pg-DP FVENTKKIIr fdfld----p fflsitvfp- ------ flip i

----ALV LLLAGFEASV SLIGIGTYLL L
-LQL MVAAGHETTI SLIVNAVVNL S
--pld deniryqlIT FLIAGHETTS GLLSFALYFL V
eft ieslentAVD LFGAGTETTS TTLRYALLLL L
als dlelvagSIl FIFAGYETTS SVLSFIMYEL A

-FAAE EVEIGG-VAI PQYSTVLVAN GAANRDPKQF P-DPHRFDVT RDTr----
RFAAE DVPVGD-RVI PAGDALIVSY GALGRDERAH GPTADRFDLTIRSg---

-LGQDAWLV TGYDEAKAAL 50
pGGVPVWAV THHAEAKALL 49
-PGRVTRYL SSQRLIKEAC 60
-GLKPIVVL HGYEAVKEAL 57
-GQQPVLAI TDPDMIKTVL 94

PRVEQITAE LLDEVg---- 131
GRITELTDR LLDELpa--- 129
AMMVDIAVQ LVQKWerl-- 131
DRVQEEARC LVEELrktk- 130
PIIAQYGDV LVRNLrreae 165

-raeqrgqa AREVVNFILD 196
tppeevvat LTELASIMTD 193
[o m— FQEDIKVMND 209
-thnkllkn VAFMKSYILE 209
levinicvf PREVTNFLRK 251

THPDQLALV RRDP------ 269
THPEQRALV LSGE------ 265
KNPHVLQKA AEEAarviv- 294
KHPEVTAKYV QEElervigr 296
THPDVQQKL QEEldavipn 341

---GHLSFGQ 344
--NRHISFGH 343

LYAKE DTVLGGEYPL EKGDELMVLI PQLHRDKTIW GDDVEEFRPER--npsai pghAFKPFGN 390
HAVTC DIKFRN-YLI PKGTTILISL TSVLHDNKEF P-NPEMFDPH H FLdeggnfk kskYFMPFSA 393
RVCKK DVEING-MFI PKGWVVMIPS YALHRDPKYW T-EPEKFLPE RSkknkdni dpylYTPFGS 437

---dD VVWRR-SLLL RGIDhLPVRL Dg
---aE LRNKP-VVTQ NDLFeLPVRL Ahh
--nyE LDIKE-TLTL KPEG-FVVKA Kskk--ipl- 450

kn-ID TTPVVNGFAS VPPF-YQLCEF Ipihh----- 455

CYP 3A4 438 GPRNCIGMRF ALMNMKLALI RVLQNF-SFK PCKet -g-iP LKLSL-GGLL QPEKpVVLKYV Esrdgtvsga 503

Figure A 5-3 Exemple d’alignement par HHpred avec le jeu F. Les gaps sont plus nombreux et les régions

conservées moins longues.



352 Annexe 5. Des alignements en vrac...
1280 1 —emmeeemm e s e e e tvp--d le------ sd s----f--hv -d---WYRTY A ELRE-t-AP VTPVRF--lg 34
1gwi --aripl--d pf-- -------Vt -d---LDGES A RLRA-a-GP LAAVELp-gg 33
IN97 1 e e s e -mkrlsl--r -eaw-p--yl kdl--g--g- -d---PLAVL L AWGRah--P RLFLPL--pr 40
lcpt mda-r atipe-h--- --iartvilp qg---y--a- -ddevlYPAF K WLRDeq--P LAMAHIlegy- 48
B T R phdks----- |----d--ns It---|--Ik -e---GYLFI K NRTErynSD LFQARL--lg 38
2cib --a-| prvsgghde- -h---g--hl ee---f--rt -d---PIGLM Q RVRDel-GD VGTFQL--ag 43
1 e P (Y o ——— ga -d---HHTEH R TLRE-g-GP ATWVDV--lg 31
2ij2 --k-e mpgpktf--g el---k--nl pl---I--nt dk---PVQAL M KIADel-GE IFKFEA--pg 44
1po5 --k-1 ppgpsplpv- -I---g--nl Ig---mdr-k -g---LLRSF L RLREKy-GD VFTVYL--gs 45

1r9

1 cmeeemeen cemeeemeen emeeeeeen oes f

9
CYP 3A4 1 malipdlame twlllavslv llylygthsh glfkk

--k-I ppgptpl--- ---------- --plqig-ik -d---ISKSL T
--I-g ipgptpl--p fl---g--ni Is---y--hk -g---FCMFD M

NLSKvy-GP VFTLYF--gl 41
ECHKKy-GK VWGFYD--gq 78

1z80 35 QDAWLVTGYD EAKAALsdIr Issdpkkky- p----  -=-—- gvevefpayl gfped---vr --ny------ f-atnmgtsd - p-PTHTRLR Klvsge---- 106
1gwi 34 VPVWAVTHHA EAKALLtdpr Ivkdinvw-- g---- -- awrrgeipad wp-li---gl --an------ p-grsmitvd - g-AEHRRLR Tlvaga---- 103
1n97 41 FPLALIFDPE GVEGAL-lae -gt-t-ka-- tf--- q ---yr---a- Isrl------ t-grglitdw - g-ESWKEAR Kalkdp---- 97
lcpt 49 DPMWIATKHA DVMQIG-kgp -glfs-na-- egsei lydgn n-- ---ea---f- mrsisggcph v-idsltsmd - p-PTHTAYR Gltinw---- 120
lizo 39 KNFICMTGAE AAKVFYd--t drf-g--rgn a---- | g-SAHIHRK Mlflsl---- 97
2cib 44 KQVVLLSGSH ANEFFFra-g dddl--dg-- a---- -yPFMTPIF G--------- 80
lodo 32 VQAWSVSDPV LLKQLLtssd vskdarahw- p---- - afgevvgtwp ---la---Ilw --va------ -- venmftay - g-PNHRKLR Rlvapa---- 99
2ij2 45 RVTRYLSSQR LIKEAC-de- -srfd-kn-- Isq-- a---- -=-lk---f- vrdf a-gdglftsw t heKNWKKAH Nillps---- 104
1po5 46 RPVVVLCGTD AIREALvdqa eafsgrgk-- i---- -yV---dp --i - g-gygvifan - g-ERWRALR RfslatmrdF 108
1r90 42 KPIVVLHGYE AVKEALidlg eef-s-gr-- g---- --fplae-r --an------ r-gfgivfsn - g-KKWKEIR Rfsimt---- 100
CYP 3A4 79 QPVLAITDPD MIKTVLvkec ysvft-nr--r---- - p-mmeenn o fg---pV --gf------ m-ksaisiae - d-EEWKRLR Slispt---- 136
1z80 rmrveAMRPRYV EQITAELLDE Vg--- --ds- GVVD-IVDRF AHPLPIKVIC ELLgvde-k- ------yr-g-  ef--—- g r-wsseilvm 175
1gwi rrveHMRGRI TELTDRLLDE Lpa-- --dg- GVVD-LKAAF AYPLPMYVVA DLMgiee-a- k v-Ifekffst 173

1n97 knvrGYREAM EEEARAFFGE Wr--- ---g- EERD-LDHEM LALSLRLLGR ALFgkpl--- --

lcpt 120 -fgp------ asirKLEENI RRIAQASVQR Lldf-
lizo 97 -mtp------ ---pHQKRLA ELMTEEWKAA Vtrwe
2cib 80 -Irg- egqmkGHAATI EDQVRRMIAD Wg--e
lodo 99 -fsa------ rrvdAMRPAV EAMVTGLVDR Laelp
2ij2 --- qamkGYHAMM VDIAVQLVQK Werl-
1po5 ---- mgkrSVEERI QEEARCLVEE Lrksk
1r90 100 -Irnfgmgkr ----SIEDRV QEEARCLVEE Lrktk
CYP 3A4 136 -fts------ gkIkEMVPII AQYGDVLVRN Lrrea

---d- GECDfMTDCA LYYPLHVVMT ALG-v-ped- ----- de--p -
--ka- DEVV-LFEEA KEILCRVACY WAG-v: -plketev-k -
-a--- GEID-LLDFF AELTIYTSSA CLIgkk-- - -

--ag- EPVD-LRQEL AYPLPIAVIG HLMgvpg-d- -
--nad EHIE-VPEDM TRLTLDTIGL CGFnyrf-ns f---yrdgph -
-g--- ALLD-NTLLF HSITSNIICS IVFgk----- -===-=-=-- -

---a- SPCD-PTFIL GCAPCNVICS IIFhkrf-dy k---dqgf-I -
-etg- KPVT-LKDVF GAYSMDVITS TSFgvni-ds I---nnpg-d -

m e-kineniki 177
pf----- v e-ntkkllrf 213

1z80 gdd ILSALIRV-q 217
1gwi p-----gdd ITSALIQA-s 214
1n97 - -HPPLSHL-- 206
lcpt --kdd VMSLLANSKI 231
lizo -sgt aLHEMAFH-- 215
2cib dr-d mLDVLIAVk- 204
lodo - e -ea qanTARLYEV LDQLIAak-- rat------- - p-----gdd mTSLLIAArd 213
2ij2 -r aldeamnk-I npddpay-d- --enk Q---mmmmen = FQEDIKV MNDLVDki-- iad--rk-a- s g--eg-sdd ILTHMLNGKk- 236

1po5 175 ff-qs----f -slissfs-s --
1r90 178 Is-spwipii --dyfpg-
CYP 3A4 214 df-ld----p fflsitvf-p --

Ifsgf Ikhfp---gt hrqglYRNLQE INTFIG--gs vek--hratl d
----- -thn----kl IknVAFMKSY ILEKVKeh-- ges--md-m- n
----i levl----ni cvfPREVTNF LRKSVKrm-- kes--rl-e- d

p-snp-r-d fIDVYLLRme 246
----n-pqd fIDCFLMKme 235
t-gkh-rvd fLQLMIDSgn 280

1z80

- --ddddgrls adeltsi---
Igwi i

eng-dhlt daeivst-

---------- alvll IAGFEASVSL IGIGTYLLLT HPDQLALVRR D p-
Igimv aAGHETTISL IVNAVVNLST HPEQRALVLS G

1n97 --pre ralseavtll VAGHETVASA LTWSFLLLSH RPDWQKRVAE S

lcpt --ddk yinayyvaia tAGHDTTSSS SGGAIIGLSR NPEQLALAKS D

lizo aieli nvl- -RPIVAISYF LVFSALALHE HPKYKEWLRS G

2cib ---ad eitgmfismm fAGHHTSSGT ASWTLIELMR HRDAYAAVID E

lodo 214 d--------- -------tls peelrdt--- ----- e ] lllmi SAGYETTVNV IDQAVHTLLT RPDQLALVRK G

2ij2 --dde niryqiitfl IAGHETTSGL LSFALYFLVK NPHVLQKAAE E aarvlv--d p-vp--sykq 302
1po5 247 k--d------ k-sdpss--- --hhq nliltvisif fAGTETTSTT LRYGFLLMLK YPHVTERVQK E ieqvigsh- r-pp--aldd 315

1r90 236 k--e------ k-hngps--- -------ef- -----
CYP 3A4 281 s--k------ e-teshk--- -------al- -----

--tie slentavdlf gAGTETTSTT LRYALLLLLK HPEVTAKVQE E
--sdl elvagsiifi AGYETTSSV LSFIMYELAT HPDVQQKLQE E

iervigrn- r-sp--cmqd 304
idavlpnk- a-pp--tydt 349

1z80 269 ----SALPNA VEEILRYIAP PE-tttr-FA AEEVE

lgwi 265 ----AEWSAV VEETLRFSTP TS-hvlirFA AEDVP
1n97 250 ---eEAALAA FQEALRLYPP AW-i-ItrRL ERPLL
lcpt 280 ---pALIPRL VDEAVRWTAP VK-s-fmrTA LADTE

1g-g- VAIPQYSTVL VANGAANRDp kQFP-DPHRF DVTRDTY--- -
Vg-d- RVIPAGDALI VSYGALGRDe rAHGpTADRF DLTRTSg--- -
Lg-e- DRLPPGTTLV LSPYVTQRL- -HFP-DGEAF RPERFL--ee r
Vr-g- QNIKRGDRIM LSYPSANRDe eVFS-NPDEF DITRF----- -

lizo 267 ---sREREMF VQEVRRYYPF GP-f-lgaLV KKDFV Wn-n- CEFKKGTSVL LDLYGTNHDp rLWD-HPDEF RPERFAe--- - --—-reen- -——-If-dm 344
2cib 272 IrqiPQLENV LKETLRLHPP LI-i-ImrVA KGEFE Vg-g- HRIHEGDLVA ASPAISNRIp eDFP-DPHDF VPARYEQ--- - -p--rge dlinrw--tw 355
lodo 261 ----VTWADV VEETLRHEPA VK-hipIrYA VTDIA Lpdg- RTIARGEPIL ASYAAANRHp dWHE-DADTF DATRTVKk--- - -- --eh 333
2ij2 303 vkqlKYVGMV LNEALRLWPT AP-a-fsIYA KEDTV Lg-ge YPLEKGDELM VLIPQLHRDk tIWGADVEEF RPERFE--np -  -sai--pg- -----h--af 385

1po5 316 rakmPYTDAV IHEIQRLGDL IPfg-vphTV TKDTQ
1r90 305 rshmPYTDAV VHEVQRYIDL LP-tslphAV TCDIK
CYP 3A4 350 vigmEYLDMV VNETLRLFPI AM-r-lerVC KKDVE

Fr-g- YVIPKNTEVF PVLSSALHDp rYFE-TPNTF NPGHFLdang - -alk--rn- e--gf 399
Fr-n- YLIPKGTTIL ISLTSVLHDn KEFP-NPEMF DPHHFLdegg - -nfk--ks- -----k--yf 388
In-g- MFIPKGWVVM IPSYALHRDp kYWT-EPEKF LPERFSkknk - -dni--dp- -----y--iy 432

1z80 340 LSFGQG---- IHFCMGRPLA KLEGEVALRA LFGRF
lgwi 339 ISFGHG---- PHVCPGAALS RMEAGVALPA LYARF
1n97 327 FPFGLG---- QRLCLGRDFA LLEGPIVLRA FFRRF

pal-s LGida----D D-VVw-tr-s [IRGIDHLP VRLD-g---- - ---- 402
phl-d LAvpa----A E-LRn-kp-v vtigNDLFELP VRLA-h-hh- - ---- 403
P F-PRv-la-q VIRPEGGLP ARPR-e---- - ---- 385

lcpt 352 LGFGWG---- AHMCLGQHLA KLEMKIFFEE LLPKL --G P-PRI-vatn fvgGPK-NVP IRFT-k-a-- - ---- 412
lizo 345 IPQGGGhaek GHRCPGEGIT IEVMKASLDF LVHQI -ey-d VPe-g--s-L H-YSI--a-r mpsLPES-GF VMSG---irr k ---411
2cib 356 IPFGAG---- RHRCVGAAFA IMQIKAIFSV LLREY -ef-e MAgppe---S YRNDh-skm- w-QLAQPAA VRYR-r-r-- - t--- 420
lodo 334 LAFGHG---- VHFCLGAPLA RMEVTLALES LFGRF pdl-r LAdpa----E E-LPp-vp-s lisNGHQRLP VLLH--a--- - ---- 396
2ij2 386 KPFGNG---- QRACIGQQFA LHEATLVLGM MLKHF -df-e DHt-----nY E-LDi-ke-t IfIKPEG-FV VKAK-s-kk- - ipl- 450
1po5 400 MPFSLG---- KRICLGEGIA RTELFLFFTT ILQNF -si-a SPvppedi-D LTPRes-gv- gn-V-PPSYQ IRFL-a-r-- h ---- 465
1r90 389 MPFSAG---- KRICVGEALA GMELFLFLTS ILQNF -nl-k SLvdpk-n-L D-TTp-vvng fasVPPF-YQ LCFI-p-ihh - ---- 455

CYP 3A4 433 TPFGSG---- PRNCIGMRFA LMNMKLALIR VLQNF  -sf-k PCket--g-I P-LKI-sl-g gllQPEKPVV LKVE-s-rdg t vsga 503

Figure A 5-4 Exemple d’alignement par HHPred, sur un jeu global G de templates.
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ljip 1
Igwi 1

-tvp-dlesd sfhv-
-ari-pld-- pfvt-

DA WLVTGYDEAK AALZEEER | SSD I M)
PV WAVTHHAEAK ALLELIEER LVKD[gWWY RG]

1tk 1 --dprp Ihir- TH WMATAHAVVR QVIELLEO FSTRWeEst]
1jfb 1 aps-fpfsr asgp- LA WLVTKHKDVC FVAZEIEEEK LSKYV [gifeEesi]

1i07 1 e e e s NI WQVFSYRYTK EVLNSIIEEEK FSSD{)alclt]
Ilept 1 --m daratipehi artvilpqgy adde- PM WIATKHADVM QIGEs[olsll FSNA =T el
1n40 1 a tvll-evpfs argd- EA WLVSSYALCT QVLI

1n97 1 -mkrisirea wpy---lkdl g-g-- PL ALIFDPEGVE GALL

igmg 1 anlapl pphv--pehl vfdfdmynps nisa-

le9x 1 - ms avalprvsgg hdehghleef rt---

ljpz 1 -------tik empgpktfge Ikn---Ipll ntd--

1dt6 1 ---p pgptpfpi-i gni---Iqid a-k--

CYP 3A4 1 malipdlame twlllavslv llylygthsh glfkk lgipg ptp

ljip 65 ---gvevefp aylgfpedvr nyfatnmgts dp--p IR RKLVSQEFTV RRVEZ GVVDIVDRFA HPLPIKVICE [k
lgwi 64 wrrgeipa-- --- dwpligl anpgrsmitv dg--a ChIgRL RTLVAQALTV RRVEHRS IGVVDLKAAFA YPLPMYVVAIRES
1lfk 58 -- pelvgnimdy dp--p iR RRKLTPGFTL RKMQgd ISPADLIAFVA DKVPGAVLCERKXN
1jfo 63 - gfp elsa-sgkqa akakptfvdm dp--p EilyHQ RSMVEPTFTP EAVKE GPVDLVKEFA LPVPSYIIYT kA
lio7 49 rledirngki r------- fd iptrytmits dp--p [HSNEL RSMSADIFSP QKLQ T REDDIVKKLA VPLPIIVISK iKY
lcpt 80 ydg----nne afmrsisggc phvidsltsm dp--p JUIEAY RGLTLNWFQP ASIRKS GECDFMTDCA LYYPLHVVMEE
1n40 66 ----- gaprl naltvppevv n----nmgni ad--a EllGL RKAVMKAITP KA-PGE APADLRNDFA DPLATALHCHEEI])
1n97 65 ---------- -fqyralsrl t--grglitd wg--e BWNEA RKALKDPFLP KNVRGH EERDLDH-EM LALSLRLLGRjEY
lgmq 81 p-r----eag e--------- -aydfiptsm dp--p ELI@OF RALANQVVGM PVVI IGQCNFTEDYA EPFPIRIFML iy
1le9x -- -kaypfmtpi fgegvvf--- --das PEI@RK EMLHNAALRG EQMES GEIDLLD-FF AELTIYTSSA [
1jpz -galkfvrdf a--gdglfts wthek KA HNILLPSFSQ QAMKCH EHIEVPE-DM TRLTLDTIGL Kl
1dt6 ----vpilek vskglgiafs na--k WI4EM RRFSLMTLRN FGM(] ISPCDPTF-IL GCAPCNVICS pEX
CYP 3A4 100 svftnrrpfg pvgfmksais ia-------- -- ede [BWNRL RSLLSPTFTS GKLKES KPVTLKD-VF GAYSMDVITS ki

SCR2A

ljip 155

Igwi 152

1lfk 132

1jfb 152

lio7 133

lcpt 169

1n40 147

1n97 143

1gmg 158 Lglp---- -eedi

1le9x 151 ig---kkf rdgld -Iergld playvdpylp --i---e

ljpz 156 SISz aldeam nkigranpdd --payde

1dt6 152 LKLME SLHEQVEI[[PRis]Ee dyfpg

CYP 3A4 187 Sfgvnids| nnpgd (HRASNLGSrfdfl dpfflsitvf pflipil

SCR4
ljip 224 --- LSADELT SIALVLLLAG FESSVSLIGI GTYLLLTHPD QLALVRRD g - TR FAAEEVEIG (o)}
lgwi 219 --- LTDAEIV STLQLMVAAG HETTISLIVN AVVNLSTHPE QRALVLS LIR FAAEDVPVGEVASKS
1ifk 197 --- ATDEELR GFCVQVMLAG DDNISGMIGL GVLAMLRHPE QIDAFFg LIEERAR{IWY- 275
1jfo 219 --- IDKSDAV QIAFLLLVAG NATMVNMIAL GVATLAQHPD QLAQLKA IKR TAKEDVMIGZViSKS
lio7 193 --- LSDIEKL GYIILLLIAG NETTTNLISN SVIDFTRFN- LWQRIREE VR KTKERVKLGEPA
lcpt 235 --- IDDKYIN AYYVAIATAG HDTTSSSSGG AIIGLSRNPE QLALAKSIZ -MR TALADTEVREEIVA
1n40 215--- SDELFA TIGVTFFGAG VISTGSFLTT ALISLIQRPQ LRNLLHEK =& LPR LATADIQVGEVASK]
1n97 205 --- LPRERAL SEAVTLLVAG HETVASALTW SFLLLSHRPD WQKRVA LTR RLERPLLL- [spetsys
lgmq 224 --- ITSDEAK RMCGLLLVGG LDTVVNFLSF SMEFLAKSPE HRQELIE -GR ILTSDYEFH gaeloly]
1e9x 240 --- LMR VAKGEFE VRS
ljpz 246 - FSL YAKEDTVLCeRKZN!
1dt6 238 --- (NS WAARNVINS - 334
CYP 3A4 287 hka LER VCKKDVEINsjetsis)
SCR9

ljip 302G AIPQYSTV LVANGAANR]

Igwi 298D RVIPAGDAL IVSYGALGRI

1tk 276 G [QEIKKGDSV ICSLPAANR

1jfo 298 D KLVRANEGI IASNQSANR

lio7 269D QTIEEGEYV RVWIASANR

lcpt 313G [QNIKRGDRI MLSYPSANR

1n40 294D LVRKGELV LVLLEGANH

1n97 283 E DRLPPGTTL VLSPYVTQR

1gmq 301G QLKKGDQI LLPQMLSG Q

le9x 336G HRIHEGDLV AASPAISNR

ljpz 342E YPLEKGDEL MVLIPQLHR]

1dt6 335N [YFIPKGTDI ITSLTSVLHD

CYP 3A4 385- VIS SE\AAVAVIIRSY IRl

ljip 387

lgwi 385

1lfk 361

ljfo 385

lio7 350

lcpt 395

1n40 380

1n97 369

1gmq 385

le9x 430
ljpz 433
1dt6 430
CYP 3A4 478

Figure A 5-5 Exemple d’alignement réalisé par Fugue/Orchestrar. 12 templates ont été imposés au programme :
P450ar (1jip), CYP 154C1 (1gwi), P4500ys (11fk), P450, (1jfb), CYP 119 (1i07), P450., (1cpt), CYP 121
(1n40), CYP 175A1 (1n97), P450cum (1gqmq), CYP 51 (1€9x), P450gwms (1jpz), CYP 2C5 (1dt6). Les SCRs (régions
structuralement conservées par Orchestrar) sont indiquées par des blocs noirs. La nomenclature utilisée pour la
numérotation est la méme que celle de P. Jean. Certains blocs n’ont jamais été identifiés avec les autres méthodes,
comme le SCR1*** par exemple.
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Annexe 5. Des alignements en vrac...

Conf: 923466899999999999999999985145430103998987605 586467514898899

Pred: CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHCCC QM @i@titHCCCCHHHH

AA: MALIPDLAMETWLLLAVSLVLLYLYGTHS_LGIPGPTPLPLC_F
10 20 30 40 60

Conf: 999998369933997789689997298999999726874434445 310011457753784
Pred: HHHHHHHCCCCEEEEECCEEEEEECCHHHHHHHHHCCCCMIHRRECCCCCCEEEE

AA: D_(VWGFYDGQQPVL_LVKECYSVFFIRIIFGI_SAISI
80 90 100 110 120

Conf: 695389988522063101111134699999888999999752125 765433189998633
Pred: CCCHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEBOOTHHHHHHHHH
AA: AEDEEWKRLRSLLSPTFTSGKLKEMVPIIAQYGDVLVRNLRREREKPVTLKDVFGAYS

130 140 150 160 170 180

Conf: 222257653024334440134589987455665542100000000 012331132210012
Pred: HHHHHHHHHCCCCCcCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHIECCCCCCCCC

AA: MINEISISIG VNI DS ENNE Q DEENENN KKLLRFDFL DESEESIN - -ISINS C Vv
190 200 210 220 230 240

Conf: 379999999999999855421055532001788999876321101 335899999999998
Pred: CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHBEEBEETHHHHHHHHH

AA: FP_SRLEDTQKHF_QNSKEIHKAI_
250 260 270 280 290

Conf: 621111045367878999987530007999998755420127888 977874022468998
Pred: HHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH G Q@EC CCHHHHHH

AAIFIFAGYETTSSVLSFIMYELATHPDVQQKLQEEIDAVLPNKAPAYDTVLQMEYLDMVY
310 320 330 340 350 360

Conf: 875531012246311213761223765676555511504421633 326434300345233
Pred: HHHHHHHCCCCCCCEEECCCEEECCCCCCCCCEEECCHHHHHTITTECCCCCCCCC
AA: NEIIEREEBIAMRLERVCKKDVEINGMFIPKGWVVM | ESNISEEHRBF W TEPEK ABBERIFS

370 380 390 400 410 420

Conf: 456652122100015805552876358999999999998762288 746888677520243
Pred: CCCCCCCCCCEEECCCCHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHEEEIEEECCCCCCCCC

AA: KKNHBNIBP Y 1Y TPFGSGPRNC | GRIREAENNVEEANRYE. ONF 8P CKETQIPLKLSLG
430 440 450 460 470 480

Conf: 78965997299999658421169
Pred: EEEECCCCEEEEEEECCCCCCCC
AA: GLLQPEKPVVLKVESRDGTVSGA
490 500

Figure A 5-6 Résultat de prédiction de SSE par le logiciel PSIPRED sur la séquence du CYP 3A4. Dans la
nomenclature PSIPRED, H correspond a une structure en hélice a, E a une structure en brin 3, et ¢ & un coil (ou
boucle). Sur la séquence, les SSE attribués dans le fichier PDB du CYP 3A4, sont figurés, en rouge pour les
hélices O et en jaune pour les brins 3. PSIPRED prédit les SSE avec une fiabilité de 50 a 60%.
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