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ANALYSE COMPARATIVE DE DEUX GROUPES DE LA FAMILLE DES CONNEXINES

Notre étude s'est concentrée sur les connexines, des protéines transmembranaires impliquées dans la
formation des jonctions communicantes. Nous avons analysé la topologie membranaire et les alignements
de séquences de deux principaux groupes, Alpha et Beta, exprimés dans le tissu épithélial, en utilisant des
outils de bioinformatique (ProtScale, AG Predictor, TOPCONS et Clustal Omega). L'analyse a confirmé
les caractéristiques attendues des connexines, telles que la conservation des régions transmembranaires
hydrophobes et des résidus de cystéine des domaines extracellulaires et la divergence des boucles
intracellulaires et domaines C-terminaux. Nous avons identifi¢ des motifs spécifiques a chaque groupe
associés a la compatibilité hétéromérique. De plus, nous avons prédit des sites de phosphorylation par
NetPhos3.1, y compris des sites confirmés expérimentalement (S255, S262, S279, S282, S297, S368 et
S372) et nouveaux non-confirmés (S219, S364, S365 et S369).

Mots clés : connexines humaines, alignement de séquences multiple, prédiction des sites de

phosphorylation, kinases, topologie membranaire

COMPARATIVE ANALYSIS OF TWO GROUPS WITHIN THE CONNEXIN FAMILY

Our study focused on connexins, transmembrane proteins involved in the formation of gap junctions.
We analyzed the membrane topology and sequence alignments of two main groups, Alpha and Beta,
expressed in epithelial tissue, using bioinformatics tools (ProtScale, AG Predictor, TOPCONS and Clustal
Omega). The analysis confirmed the expected characteristics of connexins, such as the conservation of
hydrophobic transmembrane regions and cysteine residues in the extracellular domains, as well as the
divergence of intracellular loops and C-terminal domains. We identified group-specific motifs associated
with heteromeric compatibility. Additionally, we predicted phosphorylation sites using NetPhos3.1,
including experimentally confirmed (S255, S262, S279, S282, S297, S368 and S372) and novel sites
(S219, S364, S365 and S369).
Mots clés : Human connexins, multiple sequence alignment, prediction of phosphorylation sites, kinases,

membrane topology.
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Introduction



Chez les organismes pluricellulaires, les cellules se différencient et se spécialisent afin
d’accomplir des fonctions spécifiques. Cependant, pour que l'organisme fonctionne
correctement et maintienne I'homéostasie, ces cellules spécialisées doivent communiquer et
travailler ensemble. La communication directe entre elles leur permet d'échanger des
informations, de coordonner leurs activités physiologiques et de répondre aux stimuli

externes.

Parmi les différents mécanismes de communication cellulaire, les jonctions
communicantes occupent une place prépondérante. Elles sont des structures membranaires
hautement spécialisées qui permettent le passage de petites molécules entre le cytoplasme des
cellules voisines via des canaux spécialisés. Ce mécanisme assure un couplage ¢électrique et

métabolique entre les cellules (Beyer et Berthoud, 2009).

Chez les vertébrés une jonction communicante consiste en deux hémi-canaux appelés
connexons, avec un connexon fourni par chaque cellule. Un connexon est un hexamére de
connexines (Wong et al, 2016). Les connexines sont une famille de protéines
transmembranaires, comprenant vingt-et-une isoformes homologues chez I’Homme, classées
en cinq groupes (alpha, béta, gamma, delta, epsilon) en fonction de leur boucle
intracytoplasmique et leur extrémité C-terminale (Beyer et Berthoud, 2009). Plusieurs
facteurs sont responsables de la régulation fonctionnelle des connexines, comme
'augmentation de la concentration intracellulaire des ions de calcium (Ca®") et la diminution
du pH. De plus, de nombreux travaux ont mis l'accent sur l'impact des modifications post-
traductionnelles des connexines qui régulent leur transport a la membrane, la perméabilité de
leurs canaux jonctionnels ainsi que l'internalisation de leurs canaux afin qu'ils soient dégradés

par la voie lysosomale ou par le protéasome (Laird, 2006).

L'importance des connexines est mise en évidence par le grand nombre de maladies liées
a leurs mutations qui conduisent au dysfonctionnement des jonctions communicantes. Ces
mutations ont été associées a vingt-huit maladies génétiques. Parmi celles-ci, six sont causées
par des mutations de la Cx43, notamment des troubles cardiovasculaires (Allagnat et al.,
2005). et huit autres sont le résultat de mutations de la Cx26, notamment des maladies

cutanées li¢es a I'hyperkératose et a la surdité (Srinivas et al., 2018 ; Qiu et al., 2022).

Avec l'avancement de la technologie, 'é¢tude in silico des protéines posséde un vaste
champ d'application en apportant des ¢éléments de structure et méme de fonction comme la
prédiction des modifications post-traductionnelles. Ceci nous permet une meilleure

compréhension des voies de signalisation et des interactions cellulaires, sans avoir recours a




des expériences physiques coliteuses ou chronophages. Cela est achevé grace a des bases de
données spécialisées et des outils disponibles et facilement accessibles. Dans ce travaille,
nous nous sommes intéressé a effectuer une analyse qui consiste de performer des prédictions
de la topologie et des sites potentiels de phosphorylation pour les dix isoformes exprimées
dans le tissu épithélial, a savoir les Cx37, Cx40, Cx43 et Cx46 du groupe Alpha, ainsi que les
Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1 et Cx32 du groupe Béta.

Notre premier objectif est la prédiction de la topologie afin de discriminer les domaines
transmembranaires des domaines intra- et extracellulaires. Dans ce but, nous avons utilisé
trois programmes de prédiction de la topologie membranaire : ProtScale (Gasteiger et al.,

2005), AG Predictor (Hessa et al., 2007) et TOPCONS (Bernsel et al., 2009).

Le deuxieme objectif est d'effectuer un alignement multiple des séquences de connexines
Alpha et Béta par 1’outil Clustal Omega (Sievers et al., 2011) afin d'identifier les régions de

séquence les plus conservées et de déterminer les caractéristiques propres a chaque groupe.

Finalement, le dernier objectif concerne la prédiction des sites de phosphorylation au
niveau des domaines C-terminaux de la Cx43 et de la Cx26 en utilisant I'outil NetPhos3.1

(Blom et al., 2004).

Ce mémoire commence par une introduction qui présente la problématique de notre étude

et nos objectifs projetés, suivie de deux parties :
La premiére est une synthése bibliographique qui comporte deux chapitres.

= Le chapitre I présente une recherche approfondie sur les connexines et les
jonctions communicantes, en fournissant des informations depuis leur synthése
jusqu'a la formation des plaques jonctionnelles et de leur dégradation.

= Le chapitre II présente les notions de bioinformatique en détaillant divers

concepts et méthodes utilisées dans ce domaine.

La deuxieéme partie concerne les travaux expérimentaux réalisés dans notre ¢tude. Elle

comporte également deux chapitres :

= Le chapitre III détaille les méthodes utilisées dans ce mémoire.
= Le chapitre IV présente les résultats obtenus par ces méthodes avec leurs

interprétations et une discussion.

Enfin, ce mémoire se termine par une conclusion.




Partie 1:
Synthese Bibliographique



Chapitre I:
Connexines et jonctions
communicantes



(OhETelIf-=N CONNEXINES ET JONCTIONS COMMUNICANTES

1. Introduction

L'homéostasie dans un organisme pluricellulaire est maintenue grace a différents
processus, dont la communication implique (i) la communication juxtacrine via des
molécules liées a la membrane plasmique, (ii) la communication paracrine et endocrine par
l'intermédiaire de molécules libérées dans le milieu extracellulaire telles que les cytokines, les
facteurs de croissance, les hormones et les neurotransmetteurs qui agissent sur des récepteurs

membranaires ou nucléaires (Talbot, 2012).

Cependant, la communication paracrine permet également le transfert direct des
messagers a travers des canaux spécifiques intercellulaires regroupés dans des régions
spécialisées de la membrane plasmique. Ces canaux forment la «jonction communicante»

(Mese et al., 2007).

2. La structure des jonctions communicantes

Les jonctions communicantes, également connues sous le nom de nexus, macula
communicans et jonctions GAP (Saez et al., 2003), sont des structures membranaires
hautement spécialisées qui relient les cytoplasmes de deux cellules voisines. Ces cellules sont
séparées par une mince fente appelée « gap ». Chez les vertébrés, la jonction GAP est formée
par l'association de deux demi-canaux cylindriques creux appelés connexons, et chaque
connexon résulte de l'oligomérisation de six sous-unités de protéines transmembranaires

appelées connexines (Chanson et al., 2018) (figure 1.1).

E1 E2
Cell 1
Extracellular
Cell 2 membrane
c CT
. onnexon :
Gap Junction (Hemichannel) Connexin GOOH

Figure 1.1 : Structure de la connexine, du connexon et de la jonction GAP (Bai et al., 2018)
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(OhETelIf-=N CONNEXINES ET JONCTIONS COMMUNICANTES

Par ailleurs, chez les invertébrés, les homologues des connexines sont appelés innexines
(Inx). Ces dernieres s'organisent de la méme manicre en hexameres (innexons), formant ainsi
des hémi-canaux qui, par arrimage au hémi-canaux des cellules voisines, forment les canaux

jonctionnels (Beyer et Berthoud, 2018).

Il est intéressant de noter que les vertébrés et les chordés inférieurs contiennent des
homologues de l'innexine, appelés pannexines (Panx) (Beyer et Berthoud, 2018 ; Baranova et
al., 2004). Dont la topologie est similaire, les pannexons font référence a des canaux a

membrane unique (Panchin et al., 2000).

Les jonctions communicantes permettent I'échange direct de molécules d’un poids
moléculaire inférieur 4 1200 Da (Talbot, 2012), des ions (K et Ca®"), des seconds messagers
(AMPc, GMPc, Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP;)) et des petits métabolites (glucose, ATP)
entre les cellules adjacentes (Mese et al., 2007) a travers le pore du canal jonctionnel d'un
diametre de 2 nm. Ce transfert permet aux cellules de coordonner leurs activités
physiologiques, y compris la contraction synchronisée dans le muscle cardiaque (Hervé et al.,
2008) et la sécrétion coordonnée dans les cellules épithéliales glandulaires (Chanson et al.,

2018).
3. Les connexines
3.1 Expression génique des connexines

Les connexines forment une grande famille de protéines transmembranaires comprenant
20 et 21 membres dans les génomes murins (mCx) et humains (hCx) respectivement. Parmi
ces isoformes, dix-neuf (19) sont communs aux deux especes et peuvent étre regroupés en

paires orthologues (S6hl et Willecke, 2004).

L'expression des connexines orthologues ne présente pas une distribution tissulaire
parfaite. Par exemple, lorsqu'on examine la connexine hCx30.2, on remarque qu'elle est
exprimée dans le cceur humain. Par contre, son orthologue chez la souris, mCx30.2, n'est pas

exprimé (Sohl et al., 2003).
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Les connexines ont deux nomenclatures distinctes. La premiére, proposée par Beyer et

collaborateurs (1987), les catégorise selon « espece d’origine - Cx - masse moléculaire en

kDa ». Par exemple, la protéine hCx43 désigne la connexine 43 humaine ayant une masse

moléculaire de 43 kilodaltons.

La seconde nomenclature regroupe les connexines en cinq sous-familles (alpha, béta,

gamma, delta et epsilon) en se basant sur la similitude de leurs séquences et la longueur de

leur boucle cytoplasmique. Chaque connexine est désignée par « Gj (Gap junction) - Sous-

famille (en lettre grecque) - numéro d’ordre de découverte ». Par exemple, la Cx43

appartenant a la sous-famille alpha () est nommée Gjal (tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Classification des connexines humaines et murines (Sohl et Willecke, 2004)

Humain Souris
Masse Masse
Connexine | Géne | Chromosome | moléculaire | Connexine | Géne Chromosome | moléculaire
(KDa) (KDa)
o
hCx43 GJA1l | 6g21-g23.2 43,008 mCx43 Gjal 10 (29.0 cM) 43,004
hCx46 GJA3 13q12.11 46,655 mCx46 Gja3 | 14 (21.0 cM) 46,302
hCx37 GJA4 1p35.1 37,413 mCx37 Gja4 4 (57.6 cM) 37,596
hCx40 GJAS 1g21.1 40,38 mCx40 Gjas 3 (45.6 cM) 40,413
hCx50 GJAS 1921.1 48,173 mCx50 Gja8 3 (47.1 cM) 49,597
hCx59 GJA9 1p34 58,842 - - - -
hCx62 | GJA10 | 6ql5-ql6 61,871 mCx57 Gjal0 | 4 (16.1 cM) 57,114
B
hCx32 GJB1 Xql3.1 32,024 mCx32 Gjbl X (41.0 cM) 32,003
hCx26 GJB2 | 13qll-ql2 26,2 mCx26 Gjb2 | 14 (21.0 cM) 26,411
hCx31 GJB3 1p34 30,817 mCx31 Gjb3 4 (58.0 cM) 30,901
hCx30.3 | GJB4 1p34.3 30,419 mCx30.3 Gjb4 4 (57.5 cM) 30,388
hCx31.1 | GJBS 1p35.1 31,088 mCx31.1 Gjb5 4 (57.5 cM) 31,394
hCx30 GJB6 13q12 30,396 mCx30 Gjb6 | 14 (22.5 cM) 30,366
hCx25 GJB7 6ql5 25,892 - - - -
Y
hCx45 GJCl1 17921.31 45,482 mCx45 Gjcl 11 45,665
hCx47 GJC2 1q42.13 47427 mCx47 Gjc2 | 11 (34.0cM) 46,603
hCx30.2 | GJC3 7q22.1 30,313 mCx29 Gjc3 5 28,981
()
hCx36 GJD2 15q14 36,248 mCx36 Gjd2 2 (F3) 36,085
hCx31.9 | GJD3 17q21.2 31,933 mCx30.2 Gjd3 11 30,219
hCx40.1 | GJD4 10p11.21 40,14 mCx39 Gjd4 18 39,996
&
hCx23 | GJEl | 6q241 | 23 | mCx23 | Gjel | 10 23
(¢
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Bien que les geénes distincts codant les connexines soient situés sur des chromosomes
différents, ils présentent une conservation considérable et une structure similaire. Selon Saez
et collaborateurs (2003), la majorité des génes qui codent pour les connexines sont composés
de deux exons et d'un intron de longueur variable. Ou l'exonl contient la région 5'-UTR et

l'exon2 comprend la totalité de la séquence codante compléte et la région 3'-UTR (figure 1.2).

Ce mode¢le classique peut comporter des exceptions telles que des épissages au niveau de
la région 5°-UTR ou de la région codante par des introns notamment pour la Cx36 (Condorelli

et al., 1998 ; Sohl et Willecke, 2004).

UTR T =
g e
[
Exi Ex2
UTR e i
= H I = —
Exla Exlb Ex2
UTH B
£ I
Ex1 Ex2 Ex3
UTH e =
5 — 3
Exi Ex?

Figure 1.2 : Structures des geénes des connexines (Bosco et al., 2011)
3.2 Structure des connexines

Les recherches menées par Zimmer et collaborateurs (1987) ainsi que les études
ultérieures menées par Milks et collaborateurs (1988), Yeager et Gilula (1992) et Zhang et
Nicholson (1994) ont révélé que toutes les connexines ont une topologie similaire, montrant la
présence de quatre régions transmembranaires hydrophobes (M1, M2, M3 et M4). Chacun de
ces domaines présente une conformation en hélice alpha et est composé d'environ 20 a 28

résidus d’acides aminés (Milks et al., 1988).

L'analyse des séquences de ces domaines transmembranaires a montré que les régions
MI1, M2 et M4 sont principalement composées de résidus hydrophobes. En revanche, la
région M3 présente des résidus aromatiques qui, initialement, étaient pensés pour aligner la

lumiere du canal intercellulaire (Milks et al., 1988 ; Bennett ef al., 1991). Cependant, il a été
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démontré par la suite que cette région se loge effectivement dans les sillons des domaines
transmembranaires voisins, formant ainsi, avec le domaine M4, I'extérieur de la paroi du canal

face aux lipides environnants de la membrane (Maeda et al., 2009).

Les domaines transmembranaires sont reliés par une boucle intracellulaire (I) et deux
boucles extracellulaires (E1 et E2). Ces derni¢res semblent adopter une structure en tonneau 3
(feuillets P antiparalleles), contenant chacune 3 résidus de cystéines, sauf la Cx23 qui ne
présente que deux cystéines (lovine et al., 2008). Les extrémités N-terminales et C-terminales

sont intracytoplasmiques.

La formation du canal jonctionnel entre les cellules adjacentes par l'arrimage de deux
connexons est assurée par les interactions non covalentes entre les boucles extracellulaires E1
et E2 (Yeager et al, 1996), formées respectivement de 31 et 34 acides aminés. Les trois
résidus cystéines hautement conservés dans chaque boucle sont responsables de la formation
des ponts disulfures intramoléculaires, qui contribuent a la stabilisation de la structure tertiaire

du canal (John et Revel, 1991 ; Foote et al., 1998).

Régulation de ’ouverture du canal par la phosphorylation
et déphosphorylation de résidus sérine et thréonine (Solan
et al., 2005, Warn-Cramer et al., 1996)
Conductance unitaire / Régulation de ’ouverture du
potentiel dépendant (Oh ’ c | canal pH dépendant (Duffy et al.,
et al., 2004, Verselis et 2002, Morley et al., 1996).
al., 1994).
Cytoplasmic
T
Extracellular
g © 999‘“
Régulation de I"ouverture du canal Determine la compatibilité hétérotypique entre Cx
par le potentiel membranaire (Rubin ~ (White er al., 1994, White er al., 1995)
etal., 1992)

Figure 1.3 : Structure topologique d’une connexine (Abbaci, 2008)

M1, M2, M3, M4 : domaines transmembranaires ; 1: boucle intracellulaire ; E1 et E2: boucles
extracellulaires ; C : résidus cystéines ; N : Extrémité N-terminale ; C : Extrémité C-terminale.
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L'analyse des séquences de connexines a révélé que l'extrémité amino-terminale, les
domaines transmembranaires et les boucles extracellulaires sont les domaines les plus

conserves a travers les différentes especes (Kumar et al., 1986 ; Beyer et al., 1987).

Les domaines les moins conservés sont la boucle intracytoplasmique et l'extrémité C-
terminale (Kovacs ef al., 2007), qui présentent des séquences et des longueurs trés variables.
Ces variations expliquent les différences de poids moléculaire qui caractérisent chaque
isoforme (Willecke et al., 2002). Par exemple, la Cx46 possede 191 résidus au niveau de

l'extrémité C-terminale, tandis que la Cx26 n'en a que 16 (Evans et al., 2006).

Le domaine C-terminal possede de nombreux sites de modifications post-traductionnelles
qui vont impacter sa fonction, notamment les sites de phosphorylation par différentes kinases

telles que PKA, PKC, MAPK (Hervé et al., 2004 ; Lampe et Lau, 2004).
3.3 Distribution tissulaire des connexines

Les connexines sont largement présentes dans presque tous les types cellulaires des
vertébrés, mais certaines exceptions sont connues. Il s'agit des cellules complétement
différenciées telles que les cellules musculaires squelettiques adultes, les globules rouges,

certains neurones et les spermatozoides (Saez et al., 2003).

Le taux d'expression varie pour chaque isoforme. Certaines sont ubiquitaires, comme la
Cx43, alors que d'autres sont limitées & un nombre restreint de tissus, telles que la Cx26 et la
Cx32. Par contre, certaines connexines sont exclusives, comme la Cx50 qui n'est exprimée

que dans le cristallin (Talbot, 2012).

Il est possible que différentes isoformes de connexines soient co-exprimées dans un
méme type cellulaire (Laird, 2006), comme les hépatocytes qui expriment simultanément la

Cx26 et la Cx32. De plus, dix isoformes de connexines ont ¢té identifiées dans la peau.

Le profil d'expression des connexines peut également étre restreint par le stade de
développement de l'organisme. Par exemple, la mCx40 est fortement exprimée au niveau du
cceur pendant la période feetale, mais son expression diminue apres la naissance (Van Kempen

et al., 1996).
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Cycle de vie des connexines

La durée de vie des connexines est limitée a seulement quelques heures, soit entre 1,5 et
5h, ce qui leur permet de répondre aux besoins physiologiques de la cellule grace a leur

synthese et dégradation continue (Fallon et Goodenough, 1981 ; Laird et al., 1991).
3.3.1 Synthése et assemblage

La synthése et l'assemblage de la plupart des connexines commencent au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) en suivant la voie classique de sécrétion. Dans ce
compartiment, elles s'oligomérisent en hémi-canaux hexamériques (Falk et al.,, 1994 ; Ahmad
et al., 1999). Cependant, pour la Cx43 et la Cx46, Musil et Goodenough (1993) ont découvert
que des monoméres de ces isoformes étaient présents dans l'appareil de Golgi, et leur

association en connexons semblait se produire dans le réseau trans-Golgi.

Si le repliement des connexines est correct, la synthése se poursuit dans le compartiment
intermédiaire (ERGIC : Compartiment Intermediaire Réticulum Endoplasmique Golgi), afin
d’atteindre 1'appareil de Golgi (Segretain et Falk, 2004). Si les connexines sont mal repliées
(et par conséquent non fonctionnelles), elles seront poly-ubiquitinylées et dégradées dans le

protéasome (Brikci Nigassa, 2014).

De maniere exceptionnelle, la voie empruntée par la Cx26 différe de la voie classique en
passant directement du réticulum endoplasmique a la membrane plasmique de manicre

indépendante de 1'appareil de Golgi (Ahmad et Evans, 2002).

Une ou plusieurs protéines chaperonnes protégent les connexines pendant leur syntheése
bien qu'elles ne soient pas glycosylées. Il est ainsi suggéré que des disulfures isomérases
interviennent en raison des ponts disulfures formés entre les résidus cystéine des boucles

extracellulaires (Laird, 2006).

Ces observations nous permettent de déduire que le compartiment d'assemblage des
connexons varie en fonction de l'isotype de la connexine et de leur compatibilité sélective qui

controle la formation des hémi-canaux homo- ou hétéromériques.
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3.3.1.1 Compatibilité entre connexines

L'oligomérisation de différentes isoformes de connexines produit deux types de
connexons: ceux constitués d'un méme type de connexines, appelés connexons
homomériques, et ceux composés de deux ou plusieurs types de connexines, appelés
connexons hétéromériques. De méme, la formation du canal jonctionnel complet par
l'association de deux connexons peut étre homotypique si les deux connexons sont identiques

ou hétérotypique si les deux connexons sont différents (Koval ez al., 2014).

Les connexons hétéromériques alors peuvent étre assemblés selon de nombreuses
combinaisons possibles (figure 1.4). Ces combinaisons sont controlées par la compatibilité
hétéromérique sélective des connexines, qui semble étre possible uniquement au sein de la

méme sous-famille (Talbot, 2012).

Par exemple, des connexons hétéromériques constitués de Cx26 et Cx32 (sous-famille )
ont été observés dans le foie (Sosinsky, 1995), tandis que d'autres constitués de Cx46 et Cx50
(sous-famille o) ont été observés dans le cristallin (Hopperstad et al., 2000). Par contre, il a
été démontré que Cx26 (GJP2) et Cx43 (GJal) ne forment pas de connexon hétéromérique

(Gemel et al., 2004).

Connexin  Connexon Gap junctions

Figure 1.4 : Différentes combinaisons possibles de connexons (Mese et al., 2007)
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Ces combinaisons diverses jouent un role crucial dans la perméabilité sélective des
canaux. Bevans et collaborateurs (1998) ont montré que les hémi-canaux homomériques de
Cx32 étaient perméables a I’AMPc et au GMPc, tandis que les hémi-canaux hétéromériques

de Cx26/Cx32 présentaient une perméabilité réduite a I’AMPc.

Cette compatibilité sélective entre les différentes isoformes semble étre liée au lieu de
synthése (le réticulum endoplasmique (RE) ou I’appareil de Golgi), empéchant ainsi les
isoformes d'avoir un « contact physique » permettant I'hétéro-oligomérisation. Ou alors a la
sélectivité aux molécules chaperonnes spécifiques qui se lient a certaines connexines pour

controler leur interaction (Abbaci, 2008).
3.3.2 Transport

Les hémi-canaux nouvellement assemblés empruntent différentes voies de transport pour
atteindre la membrane cellulaire. La majorit¢ des connexons de la Cx26 sont directement
insérés dans la membrane plasmique, de méme que certains hémi-canaux de la Cx43.
Cependant, dans la plupart des cas la Cx43 et plus rarement de la Cx26, suivent la voie
sécrétoire classique et semblent étre transportées le long des microtubules dans des vésicules

de transport jusqu'a la membrane plasmique (Brikci-Nigassa et al., 2012).
3.3.3 Intégration a la membrane plasmique et formation de la jonction communicante

Les connexons s'intégrent a la bicouche phospholipidique et se déplacent latéralement le
long de la membrane sous la direction de la N et la E-cadhérine, pour rejoindre la plaque
jonctionnelle ou ils forment des jonctions gap avec les hémi-canaux des cellules adjacentes
(Meda, 1996 ; Wei et al., 2005 ; Laird, 2006). Les canaux jonctionnels récemment formés
diffusent a la périphérie de la plaque jonctionnelle tandis que les canaux plus anciens se
trouvent au centre et sont destinés a €tre éliminés par internalisation dans des connexosomes,

ou ils sont dégradés par les protéasomes ou les lysosomes (Laird, 2006).
3.3.4 Dégradation des canaux

Le mécanisme de dégradation des jonctions communicantes implique l'internalisation des
canaux jonctionnels marqués pour I'élimination dans des connexosomes. Ces derniers sont des
vésicules a double membrane également appelées jonctions annulaires qui se détachent de la
membrane cellulaire pour étre détruites par la voie lysosomale et/ou protéosomale ubiquitine-

dépendante (Jordan et al., 2001 ; Qin et al., 2003 ; Segretain et Falk, 2004).
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Membrane plasmique Lysosome

Protéasome .
Enveloppe
nucléaire 11 \

C,=Cx26 &/=Cx32 &/=Cx43
# = Connexon

#ae = Jonctions gap

1 = Synthése des connexines

2 = Oligomérisation

3 = Passage du RE a I'appareil de Golgi

4 = Stockage intracellulaire

5 = Transport le long des microtubules

6 = Insertion dans la membrane plasmique

7 = Diffusion latérale le long membrane plasmigque
8 = Assemblage en plagque des jonctions gap

9 = Stabilisation des microtubules

10 = Jonction annulaire

Reticulum
endoplasmique

11 = Dégradation finale

Figure 1.5 : Synthése, assemblage et dégradation des jonctions gap (Segretain et Falk, 2004)

(1) la synthése des isoformes de Cxs au niveau des membranes du réticulum endoplasmique (2)
I’oligomérisation en hémi-canaux selon une conformation homo- ou hétéromérique (3) les connexons
traversent dans 1’appareil de Golgi (4) les connexons sont emmagasinés dans le réseau trans-golgien (5) le
transport le long des microtubules (6) I’intégration des connexons dans la bicouche lipidique (7) le
déplacement latérale des hémi-canaux le long de la membrane cellulaire (8) le regroupement des canaux
jonctionnels en plaques (9) la stabilisation de l'extrémité des microtubules par liaison aux Cx43 des
jonctions gap (10) l'internalisation dans les connexosomes (11) La dégradation totale par les voies
lysosomales et/ou protéosomales ubiquitine-dépendante.




(OhETelIf-=N CONNEXINES ET JONCTIONS COMMUNICANTES

4. Fonctions des jonctions communicantes

Les jonctions communicantes sont responsables de la signalisation paracrine en
permettant aux cellules adjacentes d'échanger directement des molécules et des ions entre
leurs cytoplasmes via leurs canaux intercellulaires. Toutefois, les connexons non-appariés
présents dans la surface cellulaire, permettent aussi 1'échange de messagers paracrines avec le
milieu extracellulaire. Ces messagers, tels que I'ATP, interviennent dans des fonctions

physiologiques vari¢es (Goodenough et Paul, 2003 ; Goodenough et Paul, 2009).
4.1 Couplage électrique

Le couplage ionique des jonctions communicantes implique le passage de courant ionique
(Ca®", Na', CI', K" établissant une communication électrique entre les cellules excitables,
comme les neurones, les cellules musculaires lisses et cardiaques, ainsi que les cellules
sécrétrices et sensorielles, qui subissent une dépolarisation membranaire. Ce mécanisme
essentiel génere une réponse synchronisée des cellules, telle que la contraction musculaire ou
la libération d'insuline par les cellules B pancréatiques (Oyamada et al., 1994 ; Bruzzone et

al., 1996 ; Cao et al., 1997 ; Bennett et Zukin, 2004).
4.2 Couplage métabolique

Le couplage métabolique des jonctions communicantes ¢&tablit une voie de
communication directe entre les cellules adjacentes non-excitables en favorisant la diffusion
rapide de molécules hydrophiles (PM < 1200 Da), comme les nucléotides, les acides aminés,
les cofacteurs vitaminiques et les seconds messagers (AMPc, IPs, Ca®") (Séez et al., 2003 ;
Goodenough et Paul, 2009) ainsi que les pARNi et les pARN (Wolvetang et al., 2007 ; Lim et
al., 2011). Ce mécanisme est indispensable pour accomplir certaines fonctions biologiques,
telles que la prolifération et la différenciation, permettant ainsi des réponses cellulaires
coordonnées a divers stimuli afin de maintenir I'homéostasie tissulaire (Saez et al., 2003 ;

Goodenough et Paul, 2009).
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5. Régulation de la communication jonctionnelle

Plusieurs facteurs sont responsables de la régulation fonctionnelle des jonctions
communicantes. Ces facteurs exercent leur influence sur certains domaines des connexines,
induisant des changements conformationnels qui influent sur I'ouverture et la fermeture des

canaux jonctionnels.
5.1 Concentration du calcium intracellulaire

La calmoduline (CaM) activée par le Ca®" intracellulaire interagit avec les connexines au
niveau de leur boucle intracellulaire et C-terminale, ce qui entraine la fermeture des canaux
jonctionnels. Cette interaction entre la CaM et les connexines se produit lorsque la
concentration de Ca”" intracellulaire est élevée, de 1’ordre du micromolaires (uM) (Zhou et

al., 2007 ; Zou et al., 2014 ; Peracchia, 2020).
5.2 pH intracellulaire

La communication jonctionnelle est susceptible d'étre réduite via l'acidification
intracellulaire. Les niveaux de pH acides peuvent provoquer des modifications structurelles
dans la boucle intracytoplasmique et le domaine C-terminal de la Cx43, conduisant a la
fermeture des pores jonctionnels. La sensibilité a l'acidification intracellulaire peut différer
d'une cellule a l'autre, selon le type de connexines exprimées et la nature homo- ou
hétérotypique des jonctions gap (Peracchia, 2004 ; Wei et al., 2004 ; Hirst-Jensen et al.,
2007).

5.3 Phosphorylation des connexines

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle qui consiste a ajouter des
groupes phosphate a des acides aminés spécifiques : la sérine, la thréonine ou la tyrosine,
modifiant la charge, I'hydrophobicité et la structure de toutes les connexines, a I'exception de
la Cx26 (Aasen et al, 2018). Elle se déroule principalement dans l'extrémité C-terminale
(Lampe et Lau, 2000) ou dans certains cas exceptionnels, dans la boucle cytoplasmique,
notamment chez la Cx36 et la Cx56 (Berthoud et al., 1997 ; Urschel et al., 2006 ; Rackauskas
et al., 2010). Elle peut influencer de maniere significative les propriétés des jonctions gap,
notamment leur perméabilité, leur durée de vie et leur localisation intracellulaire, ainsi que

leur trafic et leurs interactions protéine-protéine (Aasen et al., 2018).
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La phosphorylation des connexines entraine une régulation différentielle de la
communication jonctionnelle. Elle joue un role crucial dans la modulation de I'ouverture et de
la fermeture des canaux en termes de durée moyenne et de probabilité (Verrecchia et al., 1999
; Duthe et al., 2000), en induisant l'interaction de l'extrémité C-terminale avec la boucle

cytoplasmique (Hervé et al., 2011).
5.3.1 Phosphorylation de la Connexine 43

La Cx43 est la connexine la plus largement répandue, elle possede 21 sites de

phosphorylation au niveau de son domaine C-terminal (Axelsen et al., 2013).

Ces phosphorylations sont gérées par de multiples voies de signalisation, impliquant la
protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase C (PKC) (Reynhout et al., 1992 ; Saez et al,
1997), les tyrosine kinases de la famille Src (Lin et al.,, 2001) et la famille des MAPK (Warn-
Cramer et al., 1996 ; Warn-Cramer et al., 1998 ; Cameron et al., 2003 ; Sirnes et al., 2009).

La phosphorylation de la Cx43 par la PKA augmente la communication et favorise son
insertion dans la membrane plasmique (Atkinson et al, 1995 ; Paulson et al, 2000 ;
TenBroek et al, 2001 ; Matsumura et al,, 2006 ; Sirnes et al., 2009), tandis que la PKC
l'inhibe. De méme, la phosphorylation de la Cx43 par les MAPK entraine son internalisation

(Leithe et Rivedal, 2004).
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Figure 1.6 : Sites de phosphorylation dans le domaine C-terminale de la Cx43 et ses kinases
respectives (Axelsen et al., 2013)
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6. Jonctions gap et pathologies

Des mutations dans les geénes des connexines ont été associées a plusieurs maladies
humaines, conduisant a des troubles qui affectent un large éventail de tissus et d'organes,

notamment la peau, les yeux, les oreilles, le cceur et le systéme nerveux.

Par exemple, des mutations du géne GJB2, qui code pour la Cx26, ont été associées a la
surdité¢ héréditaire non syndromique (tel que la surdité¢ neurosensorielle a transmission
autosomique récessive et dominante), ainsi qu'une forme de surdité associée a une
hyperkératose palmo-plantaire connue sous le nom de syndrome de Vohwinkel. Tandis que
des mutations du géne GJB6, qui code pour la Cx30, ont été associées a la perte d'audition
(Forme dominante de surdit¢ non syndromique) et a des troubles cutanés (Syndrome de
Clouston). Les mutations du géne GJB3 et GJB4, qui code pour la Cx31 et la Cx30.3
respectivement, ont ¢ét¢é impliquées dans des troubles cutanés notamment

I’érythrokératodermie variabilis (Allagnat ef al., 2005),

Des études ont révélé deux catégories principales de mutations dans la famille béta
connexine. Le premier type de mutation conduit a une déficience dans le trafic et 'absence de
fonction du canal, qui est appelé "mutations de perte de fonction". Le deuxieme type forme
des hémi-canaux « fuyants » en ciblant la membrane plasmique, appelé "mutations de gain de

fonction" (Martin et Van Steensel, 2015).

Des mutations dans les geénes des Alpha connexines ont également été associées a
plusieurs maladies. Des mutations du géene GJA1, qui code pour la Cx43, ont été associées a
divers troubles cardiovasculaires, notamment la cardiomyopathie hypertrophique,
l'insuffisance cardiaque et l'ischémie (Boengler et Schulz, 2017). Par ailleurs, les mutations de
la Cx43 sont également associées a la dysplasie oculo-dento-digitale, une maladie caractérisée
par une dysmorphie cranio-faciale, une surdit¢ et diverses anomalies neurologiques et

ophtalmologiques (Allagnat et al., 2005).

En outre, plusieurs troubles neurologiques, notamment la maladie de Charcot-Marie-
Tooth liée au chromosome X et 1'épilepsie, qui sont associées a des mutations de GJB1 codant
pour la Cx32 (Bone et al., 1997) et de GJID2 codant pour la Cx36 (Wang et Wu, 2021)
respectivement. Par ailleurs, des mutations du géne GJA3, qui code pour la Cx46 responsable
du maintien de la transparence du cristallin, ont été associées a l'apparition de cataractes

séveres et a d'autres troubles oculaires (Shi et al., 2022).
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1. Introduction

La recherche scientifique s'est principalement appuyée sur les expériences réalisées in
vivo et in vitro, mais ces approches présentent des limites. Les investigations réalisées in vivo
peuvent poser des risques aux animaux de l'étude ou ne pas refléter avec précision les
résultats de ces modéeles animaux chez I'Homme. D'autre part, les recherches in vitro ne

peuvent pas rendre compte de la complexité des interactions qui se produisent in vivo.

Par conséquent, les méthodes in silico ont gagné en popularité ces derni¢res années car
elles utilisent diverses technique, telles que 1'apprentissage automatique « machine learning »
(Fox et Kriegl, 2006), I'exploration de données « data mining » (Zaki et al., 2007) et les outils
d'analyse pour ¢étudier les hypothéses pharmacologiques, concevoir de nouveaux
médicaments, ainsi que pour l'analyse génomique et protéomique. Les méthodes in silico
offrent plusieurs avantages, notamment une réduction des colts et du temps, ainsi que la

possibilité de fournir des résultats plus expérimental.
2. La bioinformatique

L'institut américain de recherche sur le génome humain (NHGRI : National Human
Genome Research Institute) définit la bioinformatique comme une sous-discipline scientifique
qui consiste a utiliser la technologie informatique pour collecter, stocker, analyser et diffuser
des données et des informations biologiques telles que les séquences d'ADN et d'acides
aminés ou les annotations sur ces séquences et ceci afin d'améliorer notre compréhension de

la santé et des maladies.

La bioinformatique a des applications diverses dans de nombreux domaines. Par exemple,
dans l'analyse du génome, les outils de bioinformatique sont utilisés pour comparer les
génomes de différentes especes et identifier les geénes uniques, permettant aux chercheurs de
reconstruire les arbres évolutifs et d'étudier les relations entre les espéces. De méme, dans
l'analyse des protéines, la bioinformatique aide a identifier les domaines protéiques et leur
architecture, afin de modéliser les structures protéiques et mieux comprendre leurs fonctions.
Dans la conception des médicaments, la bioinformatique joue un rdle crucial dans la

modélisation des interactions moléculaires entre les composés bioactifs.

Grace aux contributions de la bioinformatique, les scientifiques ont fait des progres
significatifs dans la compréhension des systémes biologiques complexes et dans le

développement de nouvelles approches pour améliorer la santé humaine.
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3. Les banques de données biologiques

Les banques de données biologiques sont des répertoires d'informations généralement
accessibles en ligne, réguliérement mis a jour et révisés pour fournir des données précises et
actualisées. Elles jouent un role central en bioinformatique en offrant aux scientifiques
l'opportunité d'accéder a une grande variété de données biologiquement pertinentes
(Baxevanis et Bateman, 2015), organisées de maniere spécifique pour faciliter le stockage et

la récupération efficace de l'information.

Il est possible de classer les banques de données biologiques de deux manicres

différentes :

La premicre classification les catégorise en banque de données « généralistes » et en
banque de données « spécialisées ». Les banques de données généralistes peuvent inclure une
vaste collection de données et fournir un ensemble d'informations plutdt hétérogénes. Par
exemple, GenBank (Benson e/ al., 2012), EMBL «European Molecular Biology Laboratory»
(Stoesser et al., 2002), DDBJ « DNA Data Bank of Japan » (Tateno et al., 2002). En
revanche, les banques de données spécialisées se concentrent sur un ensemble de données
plus homogene établi autour d'un théme spécifique. Par exemple, PROSITE (Bairoch et al,

1997).

La deuxiéme classification catégorise les banques de données biologiques en banque de
données « primaire », « secondaire » et « composite ». Une banque de données primaire ne
contient que des informations de séquence ou de structure, tandis que les banques de données
secondaires contiennent des données sélectionnées et annotées, dérivées de l'analyse et du
traitement des données primaires. Enfin, les banques de données composites integre des
données provenant de diverses sources telles que des bases de données des séquences, de
littérature et de structure, ce qui permet d'éviter la nécessité de rechercher dans plusieurs
sources séparées. Par exemple, le NCBI «National Center for Biotechnology Information» qui
sert de hub central pour de nombreuses autres bases de données, y compris GenBank,

PubMed, BioSample, et bien d'autres,

Le tableau 2.1 présente les banques de données les plus connues, ainsi que leur

classification et leur contenu.
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Tableau 2.1 : Classification, contenu et adresses des banques de données les plus connues

Nom Contenu Adresse (URL)
Banque de données généralistes / primaire
K Collection de toutes les
GenBan séquences d'ADN https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
(Benson el al., 2012) | ,. ; )
disponibles publiquement
Séquences d'ADN / ARN
EMBL cpll,ectees a par‘u.r dela
(Stoesser et al., littérature scientifique, | htps:/www.embl.org/
des offices de brevets et
2002) s :
est directement soumise
par les chercheurs
DDBIJ Séquences d'ADN

(Tateno et al., 2002)

principalement provenant
de chercheurs japonais.

https://www.ddbj.nig.ac.jp

UniProt
« Universal Protein
Resource »

Swiss-Prot: séquences
protéiques corrigées
manuellement, et

https://www.uniprot.org/

(UniProt TrEMBL: séquences non
Consortium, 2019) corrigées
PDB Données structurelles

« Protein Data Bank »

(Burley et al., 2017)

tridimensionnelles des
protéines

https://www.rcsb.org/

Banque de données spécialisées / secondaire

PROSITE Collections des familles,
(Bairoch et al., les domaines et les motifs | https://prosite.expasy.org/
1997) protéiques
CATH

«Class, Architecture,
Topology, Homology»
(Orengo et al., 1997)

Classe les domaines
protéiques en relations
évolutives et structurelles.

http://www.cathdb.info/

SCOP2
«Structural
Classification of
Proteins database»

Classification des
domaines structuraux des

https://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop2/

(Andreeva et al., proteines
2014)
collection de plus de
eMOTIF 170.000 motifs de
(Huang et Brutlag, séquences protéiques https://motif.stanford.edu/distributions/emotif/
2001) hautement spécifiques et
sensibles
Banque de données composite
Séquences de nucléotides
NCBI et de protéines, données

(Sayers et al., 2021)

d'expression génique,
projets de séquencage du
génome, etc.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. Les différents formats de fichiers en bioinformatique

La génération et l'exploitation des données biologiques ont pris diverses formes,
conduisant a la création de différents formats de fichiers. Chacun de ces formats a son propre
cas d'utilisation en fonction de la compatibilité avec des logiciels spécifiques, des exigences
de traitement et d'analyse des données, de la lisibilité humaine et de I'efficacité de stockage. Il

existe deux principaux types :

4.1 Les formats propres aux bases de données : le format GenBank, le format EMBL et le

format DDBJ.

Les formats GenBank, EMBL et DDBJ sont utilisés pour stocker des séquences
nucléotidiques entiéres ainsi que leurs annotations telles que les noms de geénes, les fonctions,
les numéros d'accession (partagés entre les trois bases de données) (Benson et al., 2010), les
références bibliographiques et bien d'autres données supplémentaires. Ces formats facilitent la

récupération et le partage des séquences ainsi que des informations qui leur sont associées.

Par exemple, le format GenBank est composé d'une section d'annotation et d'une section
de séquence. Le début de la section d'annotation est marqué par une ligne commencant par le
mot «LOCUS». Le début de la section de séquence est marqué par une ligne commencant par
le mot «ORIGIN» et la fin de la section est marquée par une ligne contenant seulement « // »

(Leonard et Littlejohn, 2004) (figure 2.1).

Le format DDBJ est trés similaire au format GenBank et suit la méme structure, tandis
que le format EMBL a une structure légerement différente. Dans ce format, I'entrée de la
séquence commence par une ligne d'identification qui commence par «/D», suivie de lignes
d'annotation supplémentaires. Le début de la séquence est marqué par une ligne qui

commence par «SO» et la fin de la séquence est marquée par deux barres obliques « // ».
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RecName: Full=Gap junction alpha-1 protein; AltName: Full=Connexin-43;
Short=Cx43; AltName: Full=Gap junction 43 kDa heart protein
UniProtkB/Swiss-Prot: P17302.2

Identical Proteins FEASTA  Graphics

Goto: ¥

I LOCUS CXA1l HUMAN 382 aa Linear PRI 83-MAY-2023 I
DEFINITION RecName: Full=Gap junctiom alpha-1 proteim; AltName:

Full=Connexin-43; Short=Cx43; AltMame: Full=Gap junction 43 kDa

heart protein.
VERS10N 2 B

DBSOURCE UniProtkKB: locus CXAl HUMAN, accession P17302:
class: standard.
extra accessions:B2ZRSU9,Q6FHUL,Q9YSIA
created: Aug 1, 1998.
sequence updated: Jan 23, 2887.
annotation updated: May 3, 2023.

KEYWORDS 3D-structure; Acetylation; Cataract; Cell junction; Cell membrane;
Disease variant; Disulfide bond; Endoplasmic reticulum; Gap
junction; Hypotrichosis; Isopeptide bond; Membrane; Palmoplantar
keratoderma; Phosphoprotein; Reference proteome; S-nitrosylation;
Transmembrane; Transmembrane helix; Ubl conjugation.

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFEREMCE 1 (residues 1 to 382)

AUTHORS  Fishman,G.I., Spray,D.C. and Leinwand,L.A.

TITLE Molecular characterization and functional expression of the human
cardiac gap junction channel

JOURNAL 7 Cell Biol 111 (2), 589-598 (199@)

PUBMED 1696265

REMARK NUCLEOTIDE SEQUENCE [MRHA].;

TISSUE=Heart muscle

ORIGIN
1 mgdwsalgkl ldkvgaysta ggkvwlsvlf ifrilllgta vesawgdeqs afrcntqgpg
61 cenvcydkst pishvrfwvl giifwsvptl lylahwfyvm rkeeklnkke eelkvaqtdg
121 vnvdmhlkqi eikkfkygie ehgkvkmrgg 1lrtyiisil fksifevafl ligqwyiygfs
181 lsavytckrd pcphgvdcfl srptektifi ifmlwvvslvs lalniielfy vffkgvkdry
241 kgksdpyhat sgalspakdc gsgkyayfng cssptaplsp msppgyklvt gdrnnsscrn
381 ynkgasegnw anysaeqnrm ggagstisns hagpfdfpdd ngnskklaag helgplaivd

] 361 gqrpssrassr assrprpddl ei
i

Figure 2.1 : Le format Genbank/DDBJ
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4.2 Les formats utilisés par les outils d'analyse des séquences

De nombreux formats tels que FASTA, FASTQ, SAM, BAM, VCF, GFF, GTF et BED
sont supportés par les programmes d’analyse. FASTA est utilisé pour les séquences de
nucléotides ou de protéines. FASTQ présente a la fois la séquence de nucléotides et ses scores
de qualité Phred' correspondants. SAM et BAM sont plutét utilisés pour des données
d'alignement de séquences, alors que VCF représente des variations génétiques, et GFF, GTF

et BED fournissent des informations d'annotation génomique (Zhang, 2016).

Cependant, le format de fichier qui est le plus couramment utilisé et qui est supporté par
la plupart des bases de données et des outils d'analyse de séquences est le format FASTA
(figure 2.2). La premicre ligne de chaque nouvelle entrée commence par un chevron « > »
suivi d'une description d'une seule ligne de la séquence qui suit. La ligne suivante contient la
séquence en code a lettre unique. Dans ce format, un trait d'union (-) représente un écart de
longueur indéterminée; La lettre U représente la sélénocystéine dans les séquences de
protéines, et un astérisque (*) dans une séquence de protéines indique une fin de traduction

(Leonard et Littlejohn, 2004).

FASTA ~

RecName: Full=Gap junction alpha-1 protein; AltName: Full=Connexin-43;
Short=Cx43; AltName: Full=Gap junction 43 kDa heart protein

UniProtKB/Swiss-Prot: P17302.2
GenPept Identical Proteins  Graphics

Esp P17382.2] CXA1_HUMAN RecName: Full=Gap junction alpha-1 protein; AltName:
Full=Connexin-43; Short=Cx43; AltMame: Full=Gap junction 43 kDa heart protein

MGDWSALGKLLDKVOAYSTAGGKVWLSYLFIFRILLLGTAVESAWGDEQSAFRCNTQQPGCENYVCYDKSF
PISHVRFWVLQIIFVSYPTLLY LAHVFYVMRKEEKLNKKEEELKVAQTDGYNVDMHLKQIEIKKFKYGLE
EHGKVEMRGGLLRTYIISILFKSIFEVAFLLIOQWYIVGFSLSAVYTCKRDPCPHOVDCFLSRPTEKTIFL
IFMLWWSLYSLALNIIELFYVFFKGVKDRYVKGKSDPYHATSGALSPAKDCGSOKYAYFNGCSSPTAPLSP
MSPPGYKLYTGDRNNSSCRNYNKQASEQNWANY SAEQNRMGQAGSTISNSHAQPFDFPDDNQNSKKLAAG
HELQPLAIVDQRPSSRASSRASSRPRPDDLEI

Figure 2.2 : Le format FASTA

! Le score de qualité Phred est une mesure de la qualité de la base dans une séquence qui donne une estimation
de la probabilité qu'une base soit erronée. 11 est stocké sous forme de caractere ASCII (une lettre, un chiffre ou
un symbole), dont la valeur ASCII indique la précision de I'appel de base. Plus le score Phred est ¢levé, plus la
qualité de la base est considérée comme élevée et plus la probabilité que la base soit correcte est élevée.

( 1
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5. Programmes d’analyse des séquences protéiques

5.1 Méthodes de prédiction de la localisation des domaines protéiques

La prédiction de la localisation des protéines repose sur I'analyse des données issues de la
séquence protéique, en se basant sur les propriétés des résidus d'acides aminés dans la
structure primaire. Cette information est ensuite exploitée pour déterminer -par exemple- le
nombre des domaines transmembranaires des protéines membranaires ou détecter un signal-

motif spécifique (Laroum, 2011).

La prédiction peut étre réalisée a 1'aide de diverses méthodes. Certaines couvrent un large
¢ventail de localisations possibles, tandis que d'autres se concentrent sur des localisations ou
des motifs spécifiques. Nous allons nous concentrer sur deux catégories de méthodes de
prédiction dans ce mémoire : les méthodes de prédiction des segments transmembranaires et

les méthodes de prédiction du peptide signal.
5.1.1 Les méthodes de prédiction des segments transmembranaires

La prédiction de la topologie des protéines membranaires repose sur l'identification de la
disposition des domaines transmembranaires, des domaines intracellulaires et des domaines
extracellulaires en fonction des propriétés hydrophobes/hydrophiles des acides aminés de la
séquence (structure primaire). De méme, la prédiction des segments transmembranaires
dépend de leur structure secondaire. Certaines méthodes sont spécifiquement congues pour
prédire les segments structurés en hélices alpha (Ahmed et al., 2010), tandis que d'autres sont

spécifiques pour les segments structurés en feuillets béta (Bagos ef al., 2005).

Les méthodes de prédiction des segments membranaires structurés en hélices alpha sont
les plus répandues dues a la prévalence de ce type de structure et de la facilit¢ de son

identification (Laroum, 2011).

Kyte et Doolittle (1982) ont élaboré une des premieres méthodes de prédiction qui repose
sur le principe que les acides aminés hydrophobes sont plus susceptibles de se trouver dans la
membrane cellulaire, tandis que les acides aminés hydrophiles sont plus susceptibles de se
trouver a la surface, soit du coté extracellulaire, soit du c6té intracellulaire. Ils ont établi une

échelle allant de -4,5 a +4,5.
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5.1.2 Les méthodes de détection du peptide signal

Les peptides signal (PS) sont des courtes séquences d'acides aminés situées a l'extrémité
N-terminale des protéines, qui régulent la sécrétion et la translocation de ces dernieres chez
tous les organismes vivants (Teufel er al., 2022). Les PS peuvent étre prédits a partir des
données de séquence. L’identification du peptide signal et de son site de clivage par les outils

de bioinformatique permet la prédiction des protéines secrétées.

De nombreux outils existent pour la prédiction de la localisation du peptide signal ainsi
que de son site de clivage, cela dépend de l'algorithme utilis¢ par le programme et de

'organisme spécifique considéré.

SignalP' est I'un des premiers et des plus populaires programmes pour effectuer ce type
de prédiction. La version initiale utilisait des réseaux de neurones (Nielsen et al., 1997), puis
les versions ultérieures ont utilis€¢ des modeles de chaines de Markov cachées (Nielsen ef al.,
1999). La version la plus récente, SignalP-6.0, utilise I'apprentissage automatique « machine
learning » et les modeles de langage de protéines pour prédire la présence de peptides signal
et I'emplacement de leurs sites de clivage dans les protéines d'Archaea, de bactéries a Gram

positif, de bactéries a Gram négatif et d'eucaryotes (Teufel et al., 2022).
5.2 Alignement des séquences

L'alignement des séquences est un outil fondamental de la bioinformatique qui a de
nombreuses applications dans l'analyse des séquences protéiques. Ces applications
comprennent notamment la modélisation de la structure, la prédiction des sites fonctionnels,

l'analyse phylogénétique et la recherche de séquences dans des bases de données (Pei, 2008).

L’objectif d'alignement des séquences est d'identifier les régions de ressemblance,
déterminant ainsi les caractéristiques propres et partagées entre deux ou plusieurs séquences
d'acides aminés. Ce processus peut étre réalisé a 'aide de différents algorithmes et méthodes,
tels que l'alignement de séquences par paires ou multiples. Ces méthodes peuvent étre

globales ou locales.
5.2.1 Alignement global

L'algorithme d'alignement global de Needleman et Wunsch (1970) est utilisé pour aligner
deux séquences du début a la fin. Il produit un alignement indépendamment de la similitude

entre les séquences. Cet algorithme convient lorsque les deux séquences ont une longueur

! hitps:/dtu.biolib.com/SignalP-6
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similaire et ont un degré significatif de similitude tout au long de leur séquence (Likic, 2008)

(figure 2.3).

LGPSSKQTGKGS-SRIWDN

LN- I TKSAGKGAIMRLGDA

Figure 2.3 : L’alignement global de deux séquences protéiques
5.2.2 Alignement local

L'algorithme d'alignement local de Smith et Waterman (1981) convient pour comparer
des séquences qui sont substantiellement différentes les unes des autres et qui peuvent différer
significativement en longueur, mais qui n'ont que de courtes régions de similarité.
L'algorithme recherche 1'alignement optimal en identifiant de courtes régions de similarité ou
de « matches » entre les deux séquences et en permettant I'introduction des bréches « gaps »
dans l'alignement sans prendre en compte I'alignement des autres régions de séquences (figure

2.4).

Figure 2.4 : L’alignement local de deux séquences protéiques
5.2.3 Alignement par paires

L'alignement par paire est utilisé pour comparer une séquence donnée a une séquence de
référence afin d'identifier leurs similitudes et leurs différences. Le but de l'alignement par
paire est de trouver le meilleur alignement possible entre les deux séquences en introduisant
des gaps ou des mis-matches. L'alignement par paire peut &tre réalis€ en utilisant des

méthodes d'alignement globales ou locales.
5.2.4 Alignement multiple

L'alignement de séquences multiples (figure 2.5) est le processus d'aligner trois ou

plusieurs séquences afin d'identifier les régions conservées et les insertions/suppressions
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(indels) dans toutes les séquences. Les méthodes d'alignement de séquences multiples peuvent

étre progressives ou itératives.

Les méthodes progressives commencent par aligner les deux séquences les plus
similaires, puis ajoutent une a une les séquences supplémentaires a l'alignement en fonction
de leur similarité avec 1'alignement existant. Ce processus est répété jusqu'a ce que toutes les

séquences soient alignées (Thompson et al., 1999).

Les méthodes itératives, en revanche, utilisent un premier alignement de départ (tel qu'un
alignement par paire) pour générer un nouvel alignement plus précis. Le processus est répété
en affinant l'alignement a chaque itération jusqu'a ce que la convergence soit atteinte

(Hirosawa et al., 1995 ; Meshoul et Layeb, 2017).
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Figure 2.5 : Alignement multiple des 21 isoformes des connexines humaines (Benayad, 2018)

Le tableau 2.2 présente les outils d'alignement les plus couramment utilisés.
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Tableau 2.2 : Les programmes d'alignement de séquences les plus couramment utilisés

Alignement | Méthode Programme Serveur Web
EMBOSS https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/emboss_needle
Needle
Global EMBOSS https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/emboss_stretcher
Stretcher
GGEARCH2SEQ | https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/ggsearch2seq
EMBOSS https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/emboss_water
Par paires Water
EMBOSS https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/emboss_matcher
Matcher
Local LALIGN https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/lalign
BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
SSEARCH2SEQ https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/psa/ssearch2seq
Clustal Omega https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/clustalo
MAFFT https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/mafft
T-Coffee https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/tcoffee
Progressive - - —
EMBOSSCons | https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/emboss_cons
Multiple KALIGN https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/kalign
MUSCLE https://wwwdev.ebi.ac.uk/Tools/jdispatcher/msa/muscle
WebPRANK | https://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/webprank/
Itérative DIALIGN https://dialign.gobics.de/
PRRN https://www.genome.jp/tools-bin/prrn

5.3 Etude des modifications post-traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles, désignent les modifications apportées aux

chaines latérales d'acides aminés des protéines apres leur synthése (Ramazi et Zahiri, 2021).
Elles ont un impact significatif sur la fonction des protéines en affectant la stabilité, la

localisation, la régulation et les interactions des protéines entre eux et avec d'autres molécules.

On peut distinguer deux grandes catégories de modifications post-traductionnelles :
l'ajout covalent des molécules et le clivage d'une liaison peptidique dans le processus de

conversion d'un précurseur protéique en une protéine mature (Virag et al., 2020).

Il existe plusieurs outils bioinformatiques disponibles pour permettre I'analyse de ces
modifications. Ces outils utilisent différents algorithmes pour prédire les sites potentiels de
phosphorylation, de glycosylation, de palmitoylation, etc. Cependant, ces logiciels ne peuvent
pas prédire les conséquences fonctionnelles des modifications post-traductionnelles. Les
résultats d'études expérimentales sont utilisés pour construire des bases de données. Ces bases

de données fournissent des informations qui sont ensuite utilisées pour entrainer les

( 1
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programmes congus afin d'effectuer ces prédictions. Le tableau 2.3 présente certains des outils

les plus populaires.

Tableau 2.3 : Les outils de prédiction des modifications post-traductionnelles les plus

couramment utilisés

AA modifié Prmclpales Programme Serveur Web
fonctions
Phosphorylation
NetPhos3.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/
GPS5.0 http://gps.biocuckoo.cn/download.php
Réeulation d KinasePhos3.0 | https://awi.cuhk.edu.cn/KinasePhos/
Ser ei%;lcf[li\lz(i)tz ¢ PhosphoSite+ | https://www.phosphosite.org/kinaseLibraryAction.action
Thr enzvmatiaue PhosphoSVM | http://sysbio.unl.edu/PhosphoSVM/
4 d ScanSite https://scansite4.mit.edu/#home
Musite http://musite.sourceforge.net/
DISPHOSI1.3 | http:/phospho.elm.eu.org/links.html
Acétylation
Localisatipn NetAcet https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetAcet-1.0/
subcellulaire,
Lvs Stabilité de la
N‘E;r protéine, GPS-PAIL http://pail.biocuckoo.org/download.php
Régulation des
interactions ) ]
ADN-protéine DeepAcet https://github.com/Sunmile/DeepAcet
Glycosylation O/N liée
Reoli " YingOYangl.2 | https://services.healthtech.dtu.dk/services/YinOYang-1.2/
S S te %.11(??}? NetNGlycl.0 | https:/services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/
er abt 1 redes NetOGlyc4.0 | https:/services.healthtech.dtu.dk/services/NetOGlyc-4.0/
Thr protéines, ;
Asn Adhésion GPP https://comp.chem.nottingham.ac.uk/glyco/
cellulaire DictyOGlyc1.1 | https://services.healthtech.dtu.dk/services/DictyOGlyc-1.1/
GLYCOPP http://crdd.osdd.net/raghava/glycopp/
Méthylation
PRmePRed http://bioinfo.icgeb.res.in/PRmePRed/
Lys C(.)de des NmSEER 2.0 | http://www.rnanut.net/nmseer-v2/
Arg histones
Met-predictor | https://sourceforge.net/projects/met-predictor/
Poly-ubiquitination
UbPred http://www.ubpred.org/
Lys Dégradation . . o
S ) UbiNet2.0 https://awi.cuhk.edu.cn/~ubinet/index.php
Nter proteosomique
GPS-Uber http://gpsuber.biocuckoo.cn/online.php
S-palmitoylation
PalmPred http://proteininformatics.org/mkumar/palmpred/index.html
Cys liaison avec 1 |\ Ap paim | https//doc.apore.org/wiki/CKSAAP-Palm
membrane
GPS-Palm https://gpspalm.biocuckoo.cn/download.php

AA : Acide aminé.
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1. Choix de Connexines

Les connexines humaines sont une famille de protéines transmembranaires impliquées
dans la formation des jonctions communicantes (gap junctions). Chez I’Homme, vingt-et-une
isoformes des connexines homologues ont été identifiées, classées en cinq groupes majeurs
(alpha, béta, gamma, delta, epsilon) en fonction de leur boucle intracytoplasmique et de leur

extrémité C-terminale (Beyer et Berthoud, 2009).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a l'analyse des dix isoformes exprimées
dans le tissu épithélial, a savoir les Cx37, Cx40, Cx43 et Cx46 du groupe Alpha, ainsi que les
Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1 et Cx32 du groupe Béta. Notre choix a ét¢ motivé par une
recherche bibliographique approfondie portant sur la distribution tissulaire des connexines

(tableau 3.1) ou nous avons observé leur forte expression dans les tissus épithéliaux.

Tableau 3.1 : Expression tissulaire des connexines humaines

Connexine Profil d’expression tissulaire
a
Cx43 Ubiquitaire
Cx46 Tissu épithélial (cristallin, épithélium alvéolaire)
Cx37 Tissu musculaire lisse, tissu épithélial (peau), ovaires
Cx40 Tissu musculaire cardiaque, endothélium, tissu épithélial (peau), tissu nerveux
Cx50 Tissu épithélial (cristallin)
Cx59 Génome humain
Cx62 Tissu nerveux (cellules horizontales de la rétine)
p
Cx32 Tissu nerveux (cellules de Schwann, oligodendrocytes), tissu épithélial (foie, peau)
Cx26 Tissu nerveux (cellules gliales), tissu épithélial (épithélium respiratoire, foie, pancréas,
peau), cochlée
Cx31 Tissu épithélial (épithélium respiratoire, peau), cochlée
Cx30.3 Tissu épithélial (peau)
Cx31.1 Tissu épithélial (peau)
Cx30 Tissu nerveux, tissu épithélial (épithélium respiratoire, peau), cochlée
Cx25 Génome humain
Y
Tissu nerveux (astrocytes, neurones, oligodendrocytes), tissu épithélial (cellules
Cx45 épithéliales du canal pancréatique, peau), tissu conjonctif (ostéoblastes), tissu
musculaire cardiaque
Cx47 Tissu nerveux (oligodendrocytes)
Tissu épithélial (cellules épithéliales du canal pancréatique, foie), tissu nerveux
Cx30.2 :
(oligodendrocytes)
0
Cx36 Tissu nerveux (neurones), tissu épithélial spécialisé (cellules  pancréatiques)
Cx31.9 Génome humain
Cx40.1 Génome humain
&
Cx23 | Génome humain
( ]
t )
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Pour cela, nous avons analysé la topologie membranaire des connexines représentatives
de chaque groupe (la Cx43 pour le groupe Alpha et la Cx26 pour le groupe Béta). Ensuite,
nous avons effectué¢ un alignement de séquences multiples des isoformes Alpha et Béta afin
d'identifier les régions de séquence les plus conservées, permettant ainsi de déterminer les
caractéristiques propres a chaque groupe. Enfin, nous avons procédé a la prédiction des sites

potentiels de phosphorylation pour la Cx43 et la Cx26.

Les dix séquences de connexines utilisées dans ce travail ont été acquises a partir de la

base de données UniProtKB/SWISS-PROT (https://www.uniprot.org/), une base de données

de séquences de protéines de haute qualité, non redondante, corrigées et annotées

manuellement (figure 3.1).

—
. A
UmPro.t..' BLAST Align Peptidesearch IDmapping SPARQL Release 2023 02 | Statistics 2 @ [ Help

Find your protein\

Examples: Insulin, APP, Human, PO5067, organism_id:9606

>
E
2
k-1
&
£

UniProt is the world's leading high-quality, comprehensive and freely accessible resource of protein sequence and functional information. Cite UniProt Lo

Proteins Species

UniProt Knowledgebase Proteomes

Clusters of protein sequences at 100%,

Reviewed Unreviewed geno 5 i 90% & 50% identity protein sequences seen across different
(Swiss-Prot) (TrEMBL) Al

569,516 249,308,459

Figure 3.1 : Interface web de la base de données UniProtK B/SWISS-PROT

La base de données UniProtKB/Swiss-Prot fournit une description détaillée de la protéine
recherchée, comprenant la nomenclature compléte, ainsi que des informations telles que le
nombre d'acides aminés, la séquence, le geéne, l'organisme et le score d'annotation. Dans cette
nomenclature, nous trouverons I’abréviation « GJ » pour gap junction suivie par une lettre
grecque qui correspond au groupe dont la protéine fait partie (Alpha ou Béta) et d'un nombre

pour indiquer I'ordre de découverte au sein de ce groupe.

Les protéines contenues dans cette base de données sont toutes archivées sous un
identifiant appelé "numéro d'accession". Le tableau 3.2 présente les dix isoformes impliquées

dans notre étude, telles qu'elles sont répertoriées dans UniProtKB/Swiss-Prot.
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Tableau 3.2: Nomenclature des dix isoformes des connexines humaines selon UniProtKB

Connexine

Numéro
d’accession

Noms des connexines selon UniProtKB

Nombre
d’acides
aminés

a

Cx43

P17302

Full=Gap junction alpha-1 protein;
AltName: Full=Connexin-43; Short=Cx43;
GeneName: GJAI

382

Cx46

QYY6HS

Full=Gap junction alpha-3 protein;
AltName: Full=Connexin-46; Short=Cx46;
GeneName: GJA3

435

Cx37

P35212

Full=Gap junction alpha-4 protein;
AltName: Full=Connexin-37; Short=Cx37;
GeneName: GJA4

333

Cx40

P36382

Full=Gap junction alpha-5 protein;
AltName: Full=Connexin-40; Short=Cx40;
GeneName: GJAS

358

B

Cx32

P08034

Full=Gap junction beta-1 protein;
AltName: Full=Connexin-32; Short=Cx32;
GeneName: GJB1

283

Cx26

P29033

Full=Gap junction beta-2 protein;
AltName: Full=Connexin-26; Short=Cx26;
GeneName: GJB2

226

Cx31

075712

Full=Gap junction beta-3 protein;
AltName: Full=Connexin-31; Short=Cx31;
GeneName: GJB3

270

Cx30.3

QINTQ9

Full=Gap junction beta-4 protein;

AltName: Full=Connexin-30.3; Short=Cx30.3;

GeneName: GJB4

266

Cx31.1

095377

Full=Gap junction beta-5 protein;

AltName: Full=Connexin-31.1; Short=Cx31.1;

GeneName: GJB5

273

Cx30

095452

Full=Gap junction beta-6 protein;
AltName: Full=Connexin-30; Short=Cx30;
GeneName: GJIB6

261

La séquence peptidique est fournie sous la forme d'un fichier texte codant les acides

aminés selon le format FASTA, qui utilise une seule lettre pour représenter chaque acide

aminé. Ce format est supporté par tous les programmes utilisés dans ce travail (figure 3.2).
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Bt
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PTM/Processing Mass (Da) 43,008 Checksum? 7DDDAD8040284176
Expression 10 20 30 49 50 60 70 80 98
MGDWSALGKL LDKVQAYSTA GGKVWLSVLF IFRILLLGTA VESAWGDEQS AFRCNTQQPG CENVCYDKSF PISHVRFWVL QIIFVSVPTL
Interaction
100 110 120 130 140 150 160 170 180
ST LYLAHVFYVM RKEEKLNKKE EELKVAQTDG VNVDMHLKQI EIKKFKYGIE EHGKVKMRGG LLRTYIISIL FKSIFEVAFL LIQWYIYGFS
. : 198 200 210 220 23e 240 250 260 27e
Family & Domains LSAVYTCKRD PCPHQVDCFL SRPTEKTIFT TFMLVWSLVS LALNITELFY VFFKGVKDRV KGKSDPYHAT SGALSPAKDC GSQKYAYFNG
|Sequence

280 298 300 31e 320 330 340 350 360
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37e 380
A QRPSSRASSR  ASSRPRPDDL  EIL

»sp|P17382 | CXA1_HUMAN Gap junction alpha-1 protein 0S=Homo sapiens OX=0686 GMN=GJAL PE=1 SV=2
MEDWSALGKLLDEVOAY STAGGKVWLSVLFIFRILLLGTAVESAWGDEQSAFRCNT QPG
CENVCYDKSFPISHVRFWVLOIIFVSYPTLLYLAHVAFYWMRKEEKLNKKEEELKVAQTDG
VNVDMHLKQIEIKKFKYGIEEHGKVKMRGGLLRTYIISILFKSIFEVAFLLIOWYIYGFS
LSAVYTCKRDPCPHQVDCFLSRPTEKTIFIIFMLVYSLYSLALNIIELFYVFFKGWVKDRY
KGKSDPYHATSGALSPAKDCGSQKYAYFNGCSSPTAPLSPMSPPGY KLV TGDRNNSSCRN
YNEQASEQNWANYSAEQNRMEQAGSTISNSHAQPFDFPDDNQNS KK LAAGHE LQP LAIVD

QRPS5RASSRASSRPRPDDLET

Figure 3.2: Séquence de la connexine 43

A : Recherche de la séquence sur UniProtKB/Swiss-Prot B : La séquence de la Cx43 au
format FASTA

2. Etude de la topologie membranaire de la Cx43 et la Cx26

La prédiction de la topologie des connexines implique la discrimination des domaines
transmembranaires des domaines intra- et extracellulaires sur la base des propriétés des

résidus d'acides aminés de leur structure primaire.

Afin d’obtenir des informations détaillées sur la topologie de la Cx43 et la Cx26 ainsi que
les positions des acides aminés qui délimitent chaque région, des outils de prédiction
topologique ont été utilisés, ProtScale (Gasteiger et al., 2005), AG Predictor (Hessa et al.,
2007) et TOPCONS (Bernsel et al., 2009).

2.1 ProtScale

Le profil d'hydropathie est un graphique qui représente la capacité hydrophobe de chaque
acide aminé de la protéine. Il est utilisé pour prédire les domaines hydrophobes d'une

protéine.
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I1 repose sur le principe que les acides aminés hydrophobes sont plus susceptibles de se
retrouver dans la membrane cellulaire, tandis que les acides aminés hydrophiles sont plus

susceptibles de se retrouver a la surface, que ce soit du c6té intra- ou extracellulaire.

ProtScale (https://web.expasy.org/protscale/) est un programme qui utilise ce profil

d'hydropathie pour prédire les domaines transmembranaires d'une protéine. Il glisse une
fenétre de taille fixe le long de la séquence protéique, et I'hydropathie moyenne des acides
aminés dans la fenétre est déterminée. La valeur d'hydropathie moyenne est attribuée au
résidu au centre de la fenétre, résumant efficacement 1'hydropathie des résidus voisins (figure
3.3).

Expasy® ProtScale Home 1

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

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

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

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

4

Please choose an amino acid scale from the following list. To display information about a scale (author, reference, amino acid scale values) you can click on its name.
Molecular weight Humber of codon(s)
Polarity / Zimmerman
Refractivity

Hphob. / Eisenberg et al.
Hphob. / Hopp & Woods
Hphob. / Manavalan et al.
Hphob. / Black

Hphob. / Fauchere et al.
Hphob. / Janin

Hphob. / Rao & Argos
Hphob. / Tanford

Bulkiness

Polarity / Grantham
Recognition factors

Hphob. OMH / Sweet et al.
Hydropath. / Kyte & Doolittle
Hphob. / Abraham & Leo

Hphob. / Bull & Breese

Hphob. / Guy

Hphob. / Miyazawa et al.

00000®O0000
00000000000

Hphob. / Roseman

Figure 3.3: Interface de ProtScale d’ExPAsy

Nous avons d'abord saisi chaque séquence comme fichier d'entrée (ou simplement saisi le
numéro d'accession de la protéine fourni par UniProtKB). Ensuite, nous avons sélectionné
I'échelle de Kyte et Doolittle (1982) (tableau 3.3) et ajusté la taille de la fenétre a 19 résidus.
En cliquant sur « Submit ». L'outil génére un graphique du profil d'hydropathie sous la forme

d'un fichier image, ainsi que d'autres informations, notamment la position des acides amings.

Tableau 3.3 : Echelle d’hydropathie de Kyte et Doolittle (1982)

Acide aminé Acide amindé Acide amindé Avcide aminé
Ala (A) : +1.8 Gln (Q) : -3.5 Leu (L) : +3.8 Ser (S) : -0.8
Arg (R) : -4.5 Glu (E) : -3.5 Lys (1

) : (K) : -3.9 Thr (Y) : -0.7
Asn (N) : -3.5 Gly (G) : -0.4 Met (M): +19| Trp(W): -09
Asp (D) : -3.5 His (H) : 2 Phe (F) : +2.8 | Tyr (T): -1.3
Cys (C) : +2.5 Ile (I) : +4.5 Pro (P) : -1.6 Val (V) : +4.2
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2.2 AG predictor 1.0

Le AG predictor 1.0 (https://dgpred.cbr.su.se/index.php?p=fullscan) (figure 3.4) est un

programme spécialement congu pour rechercher et localiser des hélices transmembranaires

potentielles dans une séquence de protéine en utilisant son mode de Full Protein Scan.

ﬁ

AG prediction Full protein scan Instructions Publications

Find TM helices in protein sequences

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

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

2.

Options »

| submit || Clear || Generate example input |

Figure 3.4: Interface de AG predictor 1.0

Basé sur les travaux expérimentaux de Hessa et collaborateurs (2005), le programme
utilise une fenétre glissante de 19 a 23 acides aminés pour analyser toute la longueur de la
séquence peptidique en donnant une prédiction de la différence d'énergie libre apparente,
AGypp de l'insertion de cette séquence d'hélice transmembranaire putative dans la membrane

du réticulum endoplasmique via le translocon Sec61.

Une valeur négative de AG,,, suggere que le translocon Sec61 reconnait la séquence
comme une hélice transmembranaire et l'intégre dans la membrane. Les résultats sont par la

suite traduit par un graphique appelée « diagramme d’hydrophobicité ».
2.3 TOPCONS

TOPCONS (https://topcons.net/) (figure 3.5) est un prédicteur de la topologie des

protéines plus spécifique que les deux autres programmes mentionnés précédemment. Cette
spécificité est attribuée a sa capacité a différencier un segment transmembranaire de la partie

hydrophobe du peptide signal, qui peut étre localisée dans la région N-terminale. Auparavant,
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il était difficile de distinguer cette région du segments transmembranaires (Bernsel et al.,

2009).

Le fonctionnement de TOPCONS repose sur l'application de cinq algorithmes différents
pour la prédiction de la topologie. Parmi ces algorithmes, un utilise la séquence FASTA de la
protéine, tandis que les quatre autres nécessitent un profil de séquence provenant de bases de
données telles que UniProt. Ces algorithmes permettent de prédire la localisation de chaque
résidu de la séquence protéique. La localisation est annotée comme suit : a l'intérieur « 1 »,

l'extérieur « o », membranaire « m » et le peptide signal est noté « s ». La combinaison des

résultats de ces algorithmes permet de calculer la topologie consensus finale (Brensel ef al.,

TOPCONS

2009).

S s Ty Consensus prediction of membrane protein topology and signal peptides
Batch WSDL API Please paste your amino acid sequences in FASTA format (max 100000 chars)

Allowed characters: "ABCDEFGHIKLMNPQRSTUVWYZX*", of which "BUZ*" will be converted to "X’
Download (The length of each sequence should be within the range of 10 - 10000 amino acids)

References
News

Server status
Example results
0ld TOPCONS

Privacy policy F
A
Help

Alternatively, upload a text file in FASTA format upto 100 MB: | Parcourir.. | Aucun fichier sélectionné.
Your recent jobs: Job name (optional):
Queued
Running
Finished

(0]
0 Email (recommended for batch submissions):
o]

Failed ]

Force run (do not use cached results):

Submit || Clear | Generate example input

Figure 3.5: Interface de TOPCONS

TOPCONS produit une représentation graphique mettant en évidence les positions
prédites des peptides signal et des hélices transmembranaires. Il a également fourni des

prédictions pour la localisation de chaque résidu, ainsi que les séquences correspondantes.

3. Alignement des séquences multiple des 10 isoformes

3.1 Alignement des séquences avec Clustal Omega

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) est un outil d'alignement

multiple de séquences largement utilisé en bioinformatique. Bien qu'il soit principalement

congu pour l'alignement des séquences de protéines, Clustal Omega peut également étre

——
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utilisé avec des séquences de nucléotides et peut aligner plus que 4000 séquences a la fois

(Sievers et al., 2011). Son algorithme repose sur les étapes suivantes :

Tout d'abord, Clustal Omega effectue 'alignement de toutes les paires de séquences deux
a deux en utilisant 1'algorithme de Needleman et Wunsch (1970). Cela permet de déterminer

le score de divergence entre chaque paire de séquences afin de créer la matrice de distance.

A partir de la matrice de distances, Clustal Omega construit un arbre guide et suivant
I’ordre de branchement donné par cet arbre il aligne progressivement les deux séquences les
plus proches et crée un profil, puis il aligne la séquence suivante dans I’arbre contre ce profil.

Ce processus est répété jusqu'a ce que toutes les séquences soient alignées (figure 3.6).

Clustal Omega

Web services Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ

Tools = Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Semice Announcement

webpages!

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments between
three or more sequences. For the alignment of two sequences please instead use our pairwise sequence alignment tools.

Important note: This tool can align up to 4000 sequences or a maximum file size of 4 MBE.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of

i—PF‘.OTEIN

sequences in any supported format:

Figure 3.6 : Interface web du programme Clustal Omega

Une fois l'alignement effectué, les résultats sont disponibles sous la forme d'un fichier
ClustalW (result.clustalw _aln). Nous avons ensuite utilis¢é le programme Jalview pour

apporter des modifications a l'alignement. Les fichiers de sortie pour chaque groupe sont

donnés en annexe.
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3.2 Edition de I’alignement avec Jalview version 2.11.2.6

Jalview (Waterhouse et al., 2009) est un outil concu pour la visualisation et l'analyse
d'alignements de séquences multiples. Il offre une interface facile a utiliser qui permet aux
chercheurs d'examiner et de manipuler les alignements afin de mieux analyser la conservation

des séquences, les caractéristiques structurelles et les annotations fonctionnelles.

Jalview offre une variété de fonctionnalités, y compris le code couleur des résidus en
fonction de leurs propriétés, la mise en évidence des régions conservées, la génération

d'arbres phylogénétiques et l'affichage de structures 3D avec Jmol.

Nous avons utilisé le code couleur de Jalview pour mettre en évidence les résidus d'acides
aminés dans notre alignement. Tout d'abord, nous avons téléchargé la derni¢re version du

programme a partir de son site officiel (https:/www.jalview.org/). Ensuite, nous avons

importé notre alignement préexistant en naviguant vers File = Input Alignment > From File,
et sélectionné le fichier result.clustalw aln de notre alignement. Ensuite, nous avons

sélectionné 1'option « Colour » puis « Percentage Identity » (figure 3.7).

Ij Jalview 2.11.2.6

File Tools Help Window

|5 https:/ftcoffee.crg.eu/data/a29386f 4/ result.clustalw aln = o= &l
File Edit Select View Annotations Format| ¥ Apply Colour To All Groups
il Text Colour... 40 50 &0 70

A | f . ;
50|P 17302 CXA 1_HUMAN/1-382 5 sl kL L& T EEs A saflrEnTa E KS vl A
50| @IYEHB|CXAI HUNMANS1-435 SFBEGRL MNone | ABAERD I SDETENTCQ E RA |
5p|P35212|GXA4_HUMAN/1-333 5 FIEE KL S | 6L ES vV SDFEENTA T QA |
50|P 36.382| CXAS_HUMANY/1-358 SFIGNF = viEG TEAES s ADERE DT a oA I

BLOSUMEZ Score

® Percentage |dentity
Zappo
Taylor
gecos Flower
gecos Blossom
gecos Sunset
gecos Ocean
Hydrophobicity
Helix Propensity v
Strand Propensity

fiEnsenration I . Turn Propensity I . I I I I I
7746 Buried Index 678176 5345 5 & T
Quality I I Mucleotide T I I I I I
Purine/Pyrimidine
- By RNA Helices
Rk T-Coffee Scores
MEDWSF L&KL VLG TAAESVIWGDEQSDFRCNTOAQPGCENVCYDOQAFFISHIR

Sequence |0 Colour

Oceupaney User Defined...

By Annotation...

~
W

By Conservation

Figure 3.7: Interface d’outil Jalview
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Jalview colore les résidus d'acides aminés en fonction de leur pourcentage d'identité et la
séquence logo est construite a partir des identités des résidus a chaque colonne. Ce code
couleur facilite l'identification des régions conservées dans l'alignement. Les résidus

présentant une forte identité se voient attribuer la méme couleur, ce qui met en évidence leur

omeraen eSS TTT swew

| =60 %
| = 40%
| < 40%

Figure 3.8: Code couleur pour le pourcentage d'identité dans Jalview
4. Etude des modifications post-traductionnelles : La phosphorylation avec NetPhos3.1

NetPhos 3.1 (Blom et al., 2004) est la version la plus récente du programme NetPhos
(Blom et al., 1999). Bénéficiant de l'algorithme du réseau neuronal artificiel pour prédire les
sites de phosphorylation de la sérine, de la thréonine ou de la tyrosine. NetPhos 3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/) (figure 3.9) peut prédire les sites de
phosphorylation de 17 kinases au total (ATM, CKI, CKII, CaM-II, DNAPK, EGFR, GSK3,
INSR, PKA, PKB, PKC, PKG, RSK, SRC, cdc2, cdk5 et p38MAPK) (Li et al, 2018) dans les

séquences de protéines eucaryotes avec une sensibilité comprise entre 69% et 96% (Blom et

al., 1999 ; Blom et al., 2004).
NetPhos - 3.1

Generic phosphorylation sites in eukaryotic proteins

The NetPhos 3.1 server predicts serine, threonine or tyrosine phosphorylation sites in eukaryotic proteins using ensembles of neural
networks. Both generic and kinase specific predictions are performed. The generic predictions are identical to the predictions performed
by NetPhos 2.0. The Kinase specific predictions are identical to the predictions by NetPhosK 1.0. Predictions are made for the following
17 kinases:

ATM, CKI. CKII. CaM-ll. DNAPK. EGFR. G5K3, INSR. PKA. PKB. PKC, PKG, RSK. SRC. cdc2, cdk5 and p3BMAPK.

Submission Instructions Output format PhosphoBase Downloads

Submission

Sequence submission: paste the sequence(s) and/or upload a local file
Paste a single sequence or several sequences in FASTA format inta the field below:

/.

Submit a file in FASTA format directly from your local disk:
E’?rcu-u rir... | Aucun fichier sélectionné.

Residues to predict ©serine o threonine © tyrosine @all three
For each residue display only the best prediction

Figure 3.9: Interface de NetPhos 3.1
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5. Visualisation de la topologie membranaire et les sites de phosphorylation des

connexines

Enfin, nous avons résumé visuellement nos résultats en utilisant Protter

(http://wlab.ethz.ch/protter) (figure 3.10), un outil open-source cong¢u par Omasits et

collaborateurs (2014) pour la visualisation des protéoformes. A l'aide de Protter, nous avons
illustré les différents domaines de nos protéines et annot¢ les sites de phosphorylation prédits,

afin de communiquer les aspects essentiels de notre recherche.

version 1.0 | help | manual | Wollscheid Lab

PROTTER

Welcome to Protter — the open-source tool for visualization of proteoforms and interactive integration of annotated
and predicted sequence features together with experimental proteomic evidence!

N-Glyco SRMAtlng [soform  Sequence Variant

s Protein Epitope Signature Tog

TWCT iC
. leavage
)1 (J Site !

=)
—_
=

ide

[
N-X-5/T Motif

i
Peglide. denfificafion B

Sianal Peyide 1kl
[qﬂ il -4 5

Phasphorylafion (e ———=>%

- PROTTER

Figure 3.10: Interface de Protter
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1. Analyse de la topologie membranaire de la Cx43 et la Cx26
1.1 Résultats de Protscale

L'analyse des profils d'hydropathie pour chaque isoforme montre la présence de quatre
régions hydrophobes. Pour la Cx43, ces domaines correspondent aux séquences : 24-44 ; 77-

97 ; 156-176 ; 208-228. Quant a la Cx26, ils correspondent aux séquences : 21-40 ; 74-94 ;
136-156 ; 190-210.

3 : : ‘ . ; , . - .
Hydropath. / Kyte & Doolittle " Hydrapath. / Kyte & Doolittle "|"
M It
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-3 H i f H 2 L
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Position Position

Figure 4.1 : Profils d'hydropathie de la Cx43 et la Cx26 par Protscale
1.2 Résultats de AG predictor 1.0

L'analyse des diagrammes d'hydrophobicité prédit la présence de quatre domaines
transmembranaires qui adoptent un motif de repliement en hélice alpha (a). Pour la Cx43, ces
domaines correspondent aux séquences : 23-41; 75-94 ; 151-172 ; 207-229. Quant a la Cx26,
ils correspondent aux séquences : 22-44 ; 74-93 ; 132-154 ; 191-213.
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Figure 4.2 : Diagrammes d'hydrophobicité de la Cx43 et la Cx26 par AG predictor 1.0
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1.3 Résultats de TOPCONS

Par l'analyse de la représentation schématique de la Cx43 et la Cx26, les résultats
précédents sont confirmés avec des précisions sur la localisation et I'orientation de ses
domaines par rapport a la membrane cellulaire. Le logiciel TOPCONS identifie quatre régions
transmembranaires hydrophobes (pour la Cx43: 21-41 ; 78-98 ; 156-176 ; 208-228 et pour la
Cx26: 22-42; 76-96 ; 132-152; 192-212) et indique que les extrémités N-terminale et C-

terminale sont dirigées vers l'intérieur de la cellule.

= lngide = Cuiside TM-hel {(IN-=0UT) ThA-helix (OUT-=M) Il Signal peptids

TOPCONS
OCTOPUS
Philius
PolyPhobius e
SCAMPI — R s G
SPOCTOPUS Iy Cx43

b b

= Inside === Qutsida Thd-helix {IN-=0UT) Th-neliz (OUT-=IN] Il Signal paplide

TOPCONS 1 I 1 -
QCTOPUS 1 IR | K-
Philius | 1 — | -
PolyPhobius — e I ] L
SCAMPI 1 T I -
SPOCTOPUS — Cx26

Figure 4.3 : Topologie membranaire prédite de la Cx43 et la Cx26 par TOPCONS
1.4 Prédiction de la topologie de 1a Cx43 et 1a Cx26 par les trois méthodes

Pour minimiser I’erreur dans le choix des limites de la séquence de chaque segment, nous
avons sélectionné la valeur la plus élevée a la borne inférieure et la valeur la plus basse a la
borne supérieure des valeurs de séquence fournies par chaque programme. Cela augmente les

chances que les acides aminés prédits soient transmembranaires.

Le tableau 4.1 classe ces valeurs réduites, que nous avons ensuite utilisées pour générer
une représentation visuelle (figure 4.4) de chaque isoforme a l'aide de DOG2.0.1 (Ren et al,
2009) qui est un logiciel illustrateur des domaines protéiques. Grace a cette approche, nous

avons pu représenter les segments transmembranaires de chaque connexine. Un tableau
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détaillant les prédictions pour toutes les isoformes impliquées dans notre étude est donné en

anncxe.

Tableau 4.1 : Tableau récapitulatif des prédictions des trois programmes

M1 M2 M3 M4 Séquence prédite

Cx43 | AG predictor | 23-41 | 75-94 | 151-172 | 207-229
TOPCONS | 21-41 | 78-98 | 156-176 | 208-228

Protscale 24-44 | 7797 | 156-176 | 208-228 V24-V41 ; W78-A94 ;
1156-1172 ; 1208-1.228

Cx26 | AG predictor | 22-44 | 74-93 | 132-154 | 191-213
TOPCONS | 22-42 | 76-96 | 132-152 | 192-212

Protscale 21-40 | 74-94 | 136-156 | 190-210 K22-A40 ; L76-M93 ;
Y136-Y152 ; T192-L210

Cx43 M1 M2 M3 M4

1 24 M 78 94 156 172 208 228
cx26 | M1 M2 M3 M4
|

1 22 40 76 93 136 152 192 210 226

382

Figure 4.4 : Représentation en domaines de la Cx43 et la Cx26

2. Alignement des séquences multiple des 10 isoformes

2.1 Alignement des connexines Alpha

La figure 4.5 présent le résultat de l'alignement multiple des isoformes Cx37, Cx40, Cx43

et Cx46, qui font partie de la famille des Alpha connexines, effectué¢ a 1'aide de l'outil Clustal

Omega et coloré en fonction du pourcentage d'identité par Jalview.

Nous observons que les domaines M1 et M2 présentent plutét une amphiphilie, avec une

haute conservation des acides aminés hydrophobes (L, V, F, I, P, W, et A), ainsi que des acides

aminés hydrophiles (G, K, S, Y, Q et R). Cela est ¢galement visualis¢ dans l'histogramme. Ces

résultats sont en accord avec les travaux de Maeda et collaborateurs (2009), qui ont précisé¢ que

ces domaines constituent la face interne du pore (c6té hydrophile de leurs hélices alpha fait face a

la lumiére du canal).
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Le domaine M3 présente plusieurs acides aminés conservés : L, T, Y, S, E, F et Q, parmi
lesquels les résidus d’acides aminés aromatiques, la tyrosine (Y) et la phénylalanine (F). Ces
résidus aromatiques, conformément aux résultats de Maeda et collaborateurs (2009), permettent a

cette région de se loger efficacement dans les sillons des domaines transmembranaires voisins.

Le domaine M4 est majoritairement compos¢ de résidus hydrophobes conservés (F, I, M, L et
V), ainsi que de quelques résidus hydrophiles (S, E, K). Cette nature principalement hydrophobe
lui permet de former, en association avec le domaine M3, l'extérieur de la paroi du canal, faisant

face aux lipides de la membrane (Maeda et al., 2009).

L'alignement multiple révele également un degré tres élevé de conservation dans les boucles
extracellulaires E1 et E2 qui sont essentiels a 1’arrimage des hémi-canaux. En particulier pour les
trois résidus de cystéine. Dans E1, ces résidus occupent les positions C54, C61 et C65, suivant une

séquence consensus CXCX;3C:
C-[N/D]-T-[QTA]-Q-P-G-C-[E/Q/T]-N-V-C

Et pour la boucle E2, les trois résidus de cystéines C187, C192 et C198 sont conservés selon

une séquence consensus exacte CX4CX;sC :
C - [R/D/K/Q] -R - [S/W/D/A]-P-C-P-[H/N/Y]-[P/T/Q/L] -V - [D/N]-C

Ces résultats sont soutenus par les travaux de John et Revel (1991), qui ont détaillé la
séquence consensus pour chaque boucle extracellulaire et ont mis en évidence 1'importance de la
conservation de ces résidus cystéine dans le maintien de la stabilit¢ de la structure tertiaire du

canal (Foote ef al., 1998) grace a la formation de ponts disulfures intramoléculaires.

En revanche, la boucle intracellulaire présente une faible conservation. Cela implique que la
séquence codante de cette région différe considérablement d'une isoforme a l'autre, a 1'exception
de quelques résidus d'acide glutamique (E), d'histidine (H), d'arginine (R) et de glycine (G) qui

semblent étre conserves.

Par ailleurs, I’analyse de la limite boucle « I » domaine M3 a révélé la présence de résidus
d’acides aminés basiques conservés, l'arginine (R) et la lysine (K), formant un motif d'acide aminé
caractéristique qui est corrélé a la compatibilité hétéromérique des connexines alpha et joue un
role crucial dans le processus d'oligomérisation des isoformes de ce groupe en connexons. Selon
les travaux de Koval et collaborateurs (2014), ces connexines sont désignées sous l'appellation

connexines de type « R ».
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La région C-terminale est la moins conservée et présente une divergence considérable entre

les quatre isoformes, avec des séquences et des longueurs variées. Cette divergence est clairement
visible grace au grand nombre d'insertions « gap » introduites lors de l'alignement. Cependant,
nous pouvons observer quelques résidus conservés, notamment plusieurs résidus de sérine (S) qui,
selon les travaux de Lampe et Lau (2004), sont des sites de phosphorylation par les kinases et
jouent un rdle important dans la régulation de la communication intercellulaire par jonction gap

(GIIC).
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Figure 4.5 : Alignement multiple des isoformes Cx37, Cx40, Cx43 et Cx46

Le programme Clustal Omega a fourni une matrice contenant les scores d'alignement par
paires de toutes les isoformes. En examinant la matrice d'identité des connexines Alpha (figure

4.6), nous observons un taux d'identité d'environ 50%.

Les séquences les plus proches sont celles de la Cx46 et de la Cx37, avec un pourcentage
d'identité de 48,01%. Ensuite, les connexines Cx43 et Cx37 montrent un taux d'identité de

47,43%.
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1: sp|P36382.3|CXAS_HUMAN 46.33 41.64 44.44
2: sp|Q9Y6HS.4|CXAS_HUMAN  46.33 45.21
3: sp|P17382.2|CXAL_HUMAN  41.84  45.21 : 47.43
4: sp|P35212.3|CXA4_HUMAN  44.44 [48.01] [47.43] Ive-
La diagonale de
la matrice

Figure 4.6 : Matrice du pourcentage d'identité des isoformes Cx37, Cx40, Cx43 et Cx46
2.2 Alignement des connexines Béta

La figure 4.7 présente l'alignement multiple des connexines Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31,

Cx31.1 et Cx32, qui font partie de la famille des Béta connexines.

L'analyse des domaines transmembranaires M1 et M2 montre un haut degré de
conservation, ou il apparait que ces domaines sont de nature amphiphile en raison de la
présence de résidus hydrophobes (L, V, F, I, A, W, P et M), ainsi que de résidus hydrophiles (R
et Q). Ces observations sont fortement soutenues par les travaux approfondis de Maeda et
collaborateurs (2009), qui ont réalisé une étude détaillée de la structure du canal jonctionnel de
la Cx26 et ont attribu¢ cette amphiphilie au role des domaines M1 et M2 dans la formation du

pore du canal.

L'analyse de l'alignement au niveau du domaine transmembranaire M3 révele la
conservation des résidus aromatiques W, Y et F. Ces résultats sont similaires a ceux observés
chez les connexines Alpha et sont en accord avec les travaux de Maeda et collaborateurs

(2009). Ce domaine présente ¢galement la conservation d'autres résidus, a savoir G, L, T et S.

De plus, on observe la présence d’un motif di-tryptophane (WW) trés conservé au début du
domaine M3, ce motif étant corrélé a la compatibilité hétéromérique sélective des connexines
Béta au sein de la méme sous-famille, également appelées connexines de type « W », selon les

travaux de Koval et collaborateurs (2014).

Le domaine M4 est en grande partie composé de résidus hydrophobes conservés (F, M, I et
L), avec quelques résidus hydrophiles (T, E, K, N). Ces résultats sont similaires & ceux obtenus
pour le domaine M4 des connexines Alpha et sont en accord avec les travaux de Maeda et

collaborateurs (2009).

Les boucles extracellulaires E1 et E2 sont également hautement conservées. Elles

contiennent chacune trois résidus cystéines avec un nombre constant d'acides aminés qui les
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séparent, selon des séquences consensus prédéterminées (John et Revel, 1991). Pour la boucle

El, la séquence est CX¢CX3C, qui correspond a :
C-N-T-[L/K/R]-Q-P-G-C-[K/N/T/P/S]-N-V-C

Et pour la boucle E2, les trois résidus de cystéines sont conservés selon la séquence consensus

CX4CX5C, qui correspond a :
C - [D/N/G/A/S/H] - [V/A/T] - [Y/W/D/A/E]-P-C-P-[N/H]-[T/I/L]-V-D-C

La boucle intracytoplasmique (I), en revanche, est trés peu conservée car elle présente une
similarit¢ minimale entre les séquences de chaque isoforme. Cependant, il est important de
noter qu'il existe certains résidus hydrophiles conservés, a savoir I’arginine (R) et I’acide

glutamique (E) ainsi que la tyrosine (Y).

La plus faible conservation chez les connexines Béta se trouve dans leur domaine
C-terminal, comme le montrent les nombreux gaps introduits par le programme d'alignement.
Cela est di aux longueurs variables ainsi qu'aux différentes séquences présentes dans chaque
isoforme. Cependant, nous observons la présence d’un résidu tyrosine (Y), leucine (L) et
cystéine (C) hautement conservés au début de ce segment. Les connexines Béta présentent

¢galement un domaine C-terminal plus court par rapport aux connexines Alpha.

53

—
| —



(OHETJIT=N\"A RESULTATS ET DISCUSSION

GX32
Cxre
G
X3
X303
Cxa1 4

Conseration

Lrid
CX}E
G
[l
£x30.3
CXa1.1

Consanuation

Cx3z
CxXr8
L=h b
Cx3
Cx30.3
Exa1. 1

Canianabian

Cxaz
Lo
CX M
CX3T
Cx30.3
cxaty

Cenianiation

ERR3R%

T

T I

T H:'I'F | &
BT

A F

'SIFEQ

160 Boucle I 120 w M3 2

COH I EKK-MLALEGHSOPLHLEEVKRHKVH I
ARHEKKRKEF IKOE I KEEFKDIEEIKTOKVRI
FRHETT

HAGKHS - DOCA- - - - KLYDNAGEH

KFRAOEKRNOF KD | ED | KKQKWR

Esnln L
EERERKHHLKHG - PHAP- - - - SLYONLSKH L
L

EVOEKEMREAHG - ENSG - - - - RLYLNPO KK

M4

220 20 C-fer = a0 280 270 280

! =5 Zi = -
1856 LAh o LI RARARRAGRRSNFPSAKOSGFGHRALEPEYKE- - - HE I NKLLSEGDOSL . - - - -+ - KD | LARSHGTOAGL 273
100 | AVES L R RN . = % 5 8L R R, ) 0 0 e 0 808 5 0 B 0 L R P oL .8,y A R B, B, N B 208
10| | SRSy LLKVEFBRASKRAQTOKNHPNH- - - - - ALKESKO- - - MEMHEL | SDSBaMA- - - - . .. IT---ofFls. ... 201
124 | G.'a. A | ECHRAVLRGLHKEDKPRGGESPESSASRASTCRCHHKLVEAGEVDPOPEHMNKELOA . - SAPNLTP I -« -« =« 370
185 TTA L3 vax:luﬁlrﬁFannnFRcREtLPDTcPPvasnﬁa ------- HFED NSULMKAﬁsnrvao@v! ------ 208
188 | VAT A LV VEKAMHECLAARKADAME TOHHPHO TTESCKG . -B- - - - - - OLLEMOL IFLOSOEHPPLLPDABRDHVEK 270

L I_‘_JJ A~ S
5E292334332200000000 - -4 -+ 0DOODD « = & s = w5 a0 CO0DI0DY - = & a2 v L B R I
—
274 AEKSDRCSAC =82
FITIL- o e e ns ra

Figure 4.7 : Alignement multiple des isoformes Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1 et Cx32

La matrice d'identité¢ des connexines béta (figure 4.8) révele un taux de conservation plus

¢levé que celui des connexines alpha, ce qui indique une plus grande conservation entre les

isoformes de cette famille. Les séquences les plus proches parmi eux sont celles de Cx26 et

Cx30, qui présentent un taux d'identité de 76,55 %. Ensuite, les connexines Cx26 et Cx32

montrent un taux d'identité de 63,56 %.

L= R R R R

sp|P@8834.1|CXB1_HUMAN 188.48 53 56 | 56.15 43.85 48.44 43.56

sp|P29833.3|CXB2_HUMAN | 63.56

sp|095452.2 | CXB6_HUMAN  56.15

sp|075712.1|CXB3 HUMAN  43.85

sp|QONTQ9.1|CXB4 HUMAN  48.44

sp|095377.2 | CHB5 _HUMAN  43.56
La diagonale de
la matrice

Figure 4.8 : Matrice de pourcentage d'identité des isoformes Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1

et Cx32
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La grande conservation observée dans les connexines béta par rapport aux connexines

alpha peut potentiellement étre attribuée a la longueur de ses séquences, car elles sont plus

courtes que les connexines alpha, en particulier dans les boucles intracytoplasmiques (en

comparant le nombre d’acides aminés (31 vs 54)) et la région C-terminale, qui sont les

segments les plus divergents.

3. Prédiction des sites potentiels de phosphorylation

Netphos3.1 donne les résultats des sites de phosphorylation prédits sous la forme de neuf

acides aminés centrés autour du site accepteur du phosphate (P-4 S* P+4) tout en associant des

scores de probabilité pour chaque prédiction. Nous avons choisi une valeur seuil de prédiction

de 0.5 dans notre travail. Les meilleurs scores sont présentés dans le tableau 4.2 pour la Cx43 et

dans le tableau 4.3 pour la Cx26 avec leurs kinases respectives.

3.1 Sites de phosphorylation prédits de la Cx43

Tableau 4.2 : Prédictions des sites de phosphorylation de la Cx43 par Netphos3.1

Site de Site déterminé
Score kinase Séquence
phosphorylation expérimentalement
S255 0.531 MAPK SGALS*PAKD +
S262 0.838 PKC KDCGS*QKYA +
0.698 cdk5
S279 TAPLS*PMSP +
0.652 MAPK
0.630 cdk5
S282 LSPMS*PPGY +
0.588 MAPK
S297 0.533 PKC RNNSS*CRNY +
S364 0.824 PKC DQRPS*SRAS -
S365 0.503 GSK3 QRPSS*RASS -
S368 0.862 PKC SSRAS*SRAS +
S369 0.501 RSK SRASS*RASS -
S372 0.887 PKC SSRAS*SRPR +

L'analyse du tableau 4.2 montre que tous les sites prédits pour la Cx43 se trouvent au

niveau du C-terminal. Ceci est en accord avec les travaux d’Axelsen et collaborateurs (2013).

—
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Par ailleurs, ces sites seront classés en deux groupes : sites expérimentalement prouvés et sites
non prouvés. En examinant les trois sites de phosphorylation, S364, S365 et S369, dont la
phosphorylation est prédite respectivement par la PKC, GSK3 et la RSK, nous observons un

score ¢levé pour la premiére kinase et faible pour les deux autres.

Le premier site prédit, S364 (sérine 364), auquel a été attribué un score de 0,824, se trouve
au niveau du domaine C-terminal de la Cx43. Kemp et Pearson (1990) ont étudi¢ la
phosphorylation des résidus sérine par la protéine kinase C et ont proposé un motif de
reconnaissance pour cette kinase correspondant a xRxxS*xRx (ou x peut étre n'importe quel
acide aminé). En comparant cette séquence consensus avec notre séquence DQRPS*SRAS,
nous constatons qu'elle satisfait partiellement aux exigences du motif ou la position P+2 est
occupée par un résidu d’arginine. Par ailleurs, Le résidu arginine de la séquence consensus
occupe la position P-3, alors que dans notre séquence, il est plus proche de la sérine et occupe
la position P-2, suggérant que le nombre d'acides aminés séparant le site accepteur de

phosphate et cet acide aminé basique n’est peut étre pas important

Le deuxieme site prédit, S365 (sérine 365), qui a un score de 0,503, est également situé¢
dans le domaine C-terminal de Cx43. Shinde et collaborateurs (2017) étaient plus intéressés a
la glycogeéne synthase kinase-3 (GSK3) et ont proposé le motif (S*/T*)xxx(S/T) comme
séquence consensus de l'enzyme. En examinant cette séquence consensus avec notre séquence

QRPSS*RASS, nous constatons une correspondance parfaite.

Le troisiéme site prédit correspond a la sérine 369 (S369) avec un score de 0.501, et il se
localise dans le domaine C-terminal de la Cx43. Kemp et Pearson (1990) ont également montré
le motif de reconnaissance par la kinase S6 ribosomique (RSK), qui est xRxxS*x. En

comparant ce motif avec notre s€équence SRASS*RASS, nous constatons une exacte similitude.

Par ailleurs, aucune étude expérimentale n’a montré la phosphorylation des connexines
par ces deux enzymes, GSK3 et RSK. Par conséquent, il est nécessaire de réaliser des études

supplémentaires afin d'éclaircir ce point et de confirmer ou de réfuter cette prédiction.

NetPhos 3.1 a également prédit des sites de phosphorylation vérifiés expérimentalement,
S262/5297/S368/S372 prédits par la PKC, S255/S279/S282 prédits par les MAPK et
S279/S282 prédits par la cdkS. Ces sites de phosphorylation sont largement documentés dans la

littérature.
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La phosphorylation par la PKC entraine une réduction de la perméabilit¢ du canal, la
phosphorylation de S262 a été liée également a une augmentation de la prolifération cellulaire
par un mécanisme inconnu (Doble ef al., 2004), tandis que la phosphorylation de S297 réduit la
communication intercellulaire par jonctions gap (GJIC) mais la signification fonctionnelle de
ce site est actuellement inconnue (Procida et al., 2009). La phosphorylation de la Cx43 au site
S368 entraine une réduction de la conductance unitaire du canal, il a également ét¢ démontré
qu'elle est associée a 1'ubiquitination de la protéine et au désassemblage des jonctions gap (Liao
et al., 2013), tandis que la prévention de la phosphorylation de S368 a augment¢ la localisation
de la Cx43 a la membrane cellulaire (Wang et al., 2013). Pour le site S372, ’effet régulateur de

la phosphorylation par la PKC n’a pas été¢ encore démontré.

La phosphorylation par les MAPK sur les sites S255/279/282 facilite la fermeture des canaux
et le désassemblage des jonctions gap (Lastwika et al, 2019) par internalisation dans des

connexosomes, ou ils sont dégradés par les protéasomes (Solan et Lampe, 2020).

Par ailleurs, la kinase Cdk5 a été prédite pour phosphoryler la Cx43 au niveau de deux sérines
S279 et S282. Selon Qi et collaborateurs (2016), cette phosphorylation inhibe le transport de la
Cx43 jusqu’a la membrane et favorise 1’internalisation et la dégradation de fagon protéasome-

dépendante.
3.2 Sites de phosphorylation prédits de la Cx26

Tableau 4.3 : Prédictions des sites de phosphorylation de la Cx26 par Netphos3.1

Site de Site déterminé
Score kinase Séquence
phosphorylation expérimentalement
S219 0.910 PKC IRYCS*GKSK -

Pour la Cx26, les résultats de NetPhos3.1 étaient trés limités, car cette isoforme possede
une région C-terminale trés courte. Nous avons réussi a prédire un site de phosphorylation
correspondant a la sérine S219 par la kinase prédite PKC et qui se trouve dans la séquence
IRYCS*GKSK du domaine C-terminal. Le programme a attribué un score trés élevé a cette
prédiction, soit 0.910. La PKC reconnait le motif xRxxS*xRx (Kemp et Pearson, 1990). 1l faut
noter que dans notre prédiction, l'arginine qui se trouve a la position P+2 du site accepteur est

remplacée par un autre acide aminé basique, la lysine (K).
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4. Visualisation des domaines et sites prédits
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Figure 4.9 : Visualisation de la topologie et des sites de phosphorylation de la Cx43

Représentation de la topologie membranaire de hCx43 et des sites de phosphorylation prédits basés sur des analyses
de séquence utilisant différents programmes réalisés dans ce travail. hCx43 est composée de quatre régions
transmembranaires hydrophobes (M1, M2, M3 et M4) reliées par une boucle intracellulaire (I) qui présente le motif
«R» caractéristique du groupe Alpha. Deux boucles extracellulaires (E1 et E2) ou elles contiennent chacune 3 résidus
de cystéines conservés. Les extrémités N-terminales et C-terminales sont intracytoplasmiques. Les sites de
phosphorylation prédits : S255, S262, S279, S282, S297, S364, S365, S368, S369 et S372 se trouvent au niveau du C-
terminal.
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Figure 4.10 : Visualisation de la topologie et des sites de phosphorylation de la Cx26

Représentation de la topologie membranaire de hCx26 et des sites de phosphorylation prédits basés sur des analyses
de séquence utilisant différents programmes réalisés dans ce travail. hCx26 est composée de quatre régions
transmembranaires hydrophobes (M1, M2, M3 et M4) reliées par une boucle intracellulaire (I) qui présente le motif
«WWy caractéristique du groupe Beta. Deux boucles extracellulaires (E1 et E2) ou elles contiennent chacune 3
résidus de cystéines conservés. Les extrémités N-terminales et C-terminales sont intracytoplasmiques. Le domaine C-
terminal renferme le site de phosphorylation prédit : S219
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Conclusion



Les connexines sont des protéines transmembranaires appartenant a la famille des
tetraspans impliquées dans la formation de structures cellulaires uniques appelées jonctions
communicantes. Elles forment une grande famille de vingt-et-une isoformes dans le génome
humain, présentant une forte homologie. Les connexines sont largement distribuées dans tous

les tissus.

La fonction des jonctions communicantes est étroitement régulée par 1’augmentation des
ions de calcium (Ca’") et la baisse du pH. De plus, les modifications post-traductionnelles,
notamment la phosphorylation joue aussi un role trés important dans le transport des
connexines jusqu’a la membrane plasmique mais également dans la régulation de la

perméabilité jonctionnelle.

Dans ce travail, nous avons effectué une analyse comparative de deux groupes principaux
des connexines Alpha et Beta exprimés au niveau du tissu épithélial a ’aide des programmes
bioinformatiques disponibles enligne en employant des séquences protéiques a partir des

bases de données spécialisées.

L'é¢tude de la topologie membranaire a l'aide des outils de prédiction ProtScale, AG
Predictor et TOPCONS a montré que la Cx43 et la Cx26 comportent quatre régions
transmembranaires hydrophobes (M1, M2, M3 et M4) reliées par une boucle intracellulaire (I)
et deux boucles extracellulaires (E1 et E2). Ces boucles extracellulaires contiennent chacune 3
résidus de cystéine caractéristiques de la famille des connexines. Les extrémités N-terminale
et C-terminale se trouvent du coté intracytoplasmique. Ces programmes également ont prédits

les limites des segments transmembranaires.

L'alignement multiple des séquences de chaque groupe a présenté des résultats similaires,
par rapport a la forte conservation au niveau de leur domaine N-terminal, de leurs domaines
transmembranaires M1-M4 et de leurs boucles extracellulaires E1 et E2. En revanche, nous
avons constaté¢ aussi une forte divergence au niveau de la boucle intracytoplasmique et du
domaine C-terminal en mettant en évidence la différence de longueur de ces domaines non
conservés entre les deux groupes. De plus, notre travail montre une différence structurale
entre les deux groupes qui est importante dans le phénomene d'oligomérisation des différentes
isoformes. Nous avons ainsi identifi¢ des motifs spécifiques a chaque groupe qui sont corrélés
a la compatibilité hétéromérique des connexines. Nous avons observé la présence du motif de

type "R" contenant un résidu d'arginine ou de lysine conservé, qui distingue les connexines du
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groupe Alpha. Nous avons également identifi¢ un motif di-tryptophane hautement conservé

appelé motif "W", qui est fortement corrélé avec les connexines du groupe Béta.

Le domaine C-terminal des connexines renferme de nombreux sites de modifications
post-traductionnelles. Dans notre étude, l'utilisation du programme NetPhos3.1 a permis de
prédire la présence de plusieurs sites de phosphorylation potentiels. Nous avons identifié trois
sites (S364, S365 et S369) dans le domaine C-terminal de la Cx43, ainsi qu'un site S219 dans
le domaine C-terminal de la Cx26. Ces sites n'ont pas encore été identifiés expérimentalement
et nécessitent des études et des expériences ultérieures pour confirmer ou réfuter nos

prédictions.

En revanche, nous avons également identifi¢ sept sites (S255, S262, S279, S282, S297,
S368 et S372) au niveau du domaine C-terminal de la Cx43 qui ont été soutenus par des
expériences antérieures. Par exemple, la phosphorylation de S368 par la PKC a été démontrée

et elle entraine une réduction de la conductance unitaire du canal, conduisant a sa fermeture.

En perspective, nous anticipons que l'utilisation des méthodes de bioinformatique sera
I'un des outils les plus puissants a la disposition des scientifiques pour comprendre la
régulation des connexines. Nous envisageons de revoir les prédictions que nous avons
effectuées lors de cette étude en utilisant d’autres outils de prédiction et/ou pour d'autres
modifications post-traductionnelles, voire méme au sein d'autres tissus, afin de mieux

comprendre les mécanismes de ces protéines.
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Alignement multiple des isoformes Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1 et Cx32

Annexe 2
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Annexe 3 Tableau récapitulatif des prédictions des trois programmes
TM1 TM2 TM3 T™M4 Séquence prédite
Protscale 2444 77-97 156-176 208-228 . . ]
Cxd3 | AG predictor | 2341 | 7504 | 15172 | 20720 | Y2V .W78'A94 ; 1156
TOPCONS | 2141 | 7898 | 156-176 | 208-228 1172 ; 1208-L.228
Protscale 20-40 72-92 153-173 202-222 . .
Cx46 | AG predictor 19-41 7594 153-173 200-220 121-A40 ; .F77'F92 5 1153-
i TOPCONS 21-41 77-97 149-169 201-221 F169 ; 1202-1.220
Protscale 21-40 77-99 149-167 208-230 . . ]
Cx37 | AG predictor 24-46 7593 144-165 206-226 124-A40; ‘_{77']“93 ; A150
TOPCONS 21-41 76-96 150-170 208-228 L165 ; 1208-1L.226
Protscale 20-40 77-97 165-185 206-226 . . -
Cx40 | AGpredictor | 1941 | 7594 | 157170 | 06227 | ¥ 21-A405 _W78'G94 ; V165
TOPCONS | 2141 | 7898 | 157-177 | 206-226 1177 ; V206-L226
Protscale 2345 7695 131-153 192214 . . _
Cx32 | AGpredictor | 18-40 74-93 135-157 1900212 | Y23-A40; .L76'M93 s Y135
TOPCONS 22-42 76-96 133-153 191-211 F153 ; V192-Y211
Protscale 21-40 7494 136-156 190-210 . . ]
Cx26 | AG predictor 22-44 74-93 132-154 191-213 K22-A40 ; .L76'M93 ; Y136
TOPCONS | 2242 | 7696 | 132-152 | 192212 Y152 ; T192-L210
Protscale 21-40 76-98 127-149 188-210 . .
Cx31 | AG predictor 18-40 74-96 127-149 187-209 G21-A40 ; .1‘76'A96 s W129-
B TOPCONS 20-40 76-96 129-149 190-210 L149 ; F190-L209
Protscale 21-40 7494 131-151 185-205 . . _
Cx30.3 | AG predictor 18-40 7597 127-149 186-208 521-A40 ; .L76'H94 3 Y131
TOPCONS | 2040 | 7696 | 127-147 | 187-207 Y147 ; T187-V205
Protscale 21-40 76-98 127-149 188-210 . . _
Cx31.1 | G predictor | 1840 | 7597 | 127-149 | 186208 | G21-A405 _1‘76'V95 s W129
TOPCONS | 2141 | 7595 | 129-149 | 187-207 F149 ; L188-Y207
Protscale 23-45 76-98 132-154 193-215 . ] .
Cx30 | AGpredictor | 20-40 74-93 136-158 193-215 V23-A40 ; ‘.V77 M93 ;
TOPCONS 22-42 77-97 132-152 192-212 Y136-Y152 ; 1193-Y212
( |
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