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TDS : Prédiction de la structure tridimensionnelle d’une protéine
Modélisation moléculaire

Avant de commencer le TD, installer (ou vérifier qu’ils le sont) sur la partition K: du poste de travail, les programmes suivants :
BioEdit : http://www.mbio.nc su.edu/bioedit/bioedit.html (pour I’édition d’alignements)
PyMOL : (lien communiqué le jour du TD) (pour la visualisation et la manipulation de structures 3D)

Avant-propos

Le fonctionnement d’un systeme biologique implique des cascades d’interactions. Les
protéines en sont les principaux acteurs.

La capacité d’une protéine a interagir dépend de sa structure tridimensionnelle (3D).
Connaitre cette derniere permet donc de mieux comprendre son mode d’action (activité enzyma-
tique, transport, signalisation, liaison avec un ligand, un récepteur, une membrane, etc).

Les méthodes expérimentales de détermination de la structure 3D des protéines sont lour-
des et coliteuses en temps et ressources, voire inapplicables (cas des protéines non solubles, par
exemple).

Les méthodes prédictives dites in silico proposent une alternative rapide et bon marché.
Elles sont basées sur un ensemble de lois physiques, statistiques et biologiques. On convient gé-
néralement qu’il en existe 2 grandes classes : les méthodes dites de « modélisation comparative »
et les méthodes « ab initio ». Les premicres dépendent de 1’existence de protéines homologues
dont les structures ont été déterminées expérimentalement. Les secondes méthodes ne se basent
que sur des lois physiques et statistiques. Les algorithmes utilisés par ces dernieres sont tres
gourmands en temps de calcul et les résultats obtenus progressent avec les progres en informati-
que. A I’heure actuelle, et malgré les immenses progres des méthodes ab initio, les méthodes
comparatives sont encore celles qui proposent les meilleures prédictions.

Lorsqu’on s’intéresse a la fonction d’une protéine, il est utile d’avoir recours a la modéli-
sation afin de tester des hypotheses ou d’orienter des expériences.

Enfin, la modélisation moléculaire bénéficie de tous les avantages de I’informatique qui la
rendent compatible avec les analyses a grande échelle.

1. Récupération d’une séquence protéique d’inté :

Ouvrir un navigateur Web et se connecter a la base de données OryGenesDB
(http://orygenesdb.cirad.fr/). Cliquer sur I’onglet « Tools » puis sur I’onglet « Get sequences »,
un formulaire s’affiche.

Dans la partie « Input », sélectionner le chromosome3 et la région d’intérét comprise entre
18150000 et 18160000, a taper dans les boites « From » et « To ».

Dans la partie « Output », cocher la case « Protein sequences corresponding to gene models ».

Cliquer sur le bouton « Run » pour soumettre la requéte.
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Cliquer sur le lien « Download Protein file ».

Copier la séquence FASTA de la derniere protéine de la liste obtenue, correspondant au gene
0s03g31750 et nommée pyruvate, phosphate dikinase, chloroplast precursor, putative, expressed
» et la copier dans un fichier texte.

2. Recherche de données structurale :

Chercher la protéine d’intérét dans la base de données Expasy Swiss-Prot
(http://ca.expasy.org/s prot/). Ouvrir la page descriptive de la protéine et étudier les données dis-
ponibles, en particulier les données structurales :

Dans I’item « Sequences », observer si la protéine présente un peptide signal :
Si oui, récupérer la séquence de la protéine mature indiquée et la copier au format FASTA
dans un nouveau fichier appelé «protein_name.txt ».

Si I'information n’est pas disponible, soumettre la séquence au programme SignalP3.0 pour
obtenir une prédiction du site de clivage en utilisant la brique
Galaxy/Prediction /SignalP.

Editer la séquence pour supprimer le peptide signal éventuellement, selon les prédictions ob-
tenues grace a SignalP.

Dans I’item « Cross-reference s / 3D structure databases » :

Y a-t-il un numéro d’a cces a la Protein DataBank (PDB) ? Si oui, chercher la référence sur
1aPDB ( http://rcsb.org/pdb/).

Est-ce une structure d éterminée expérimealement (Résonnance M agnétiqu Nucléaire, Cristal-
lographie aux rayons X, Microscopie Cryo-Electr onique) ?

Si oui, rentrer chez soi : un modele expérimental vaut toujours mieux qu’un mo-
dele théorique.
Si c’est un modele théorique, essayer d’en produire un meilleur !

Dans I’item « Cross-reference s | Family and domain databases » :

Existe-t-il une référence dans Pfam? Si oui, visite Pfam (http://pfa m.sanger.ac.uk/) pour con-
naitre le(s) domaine(s) protéique(s) annoté(s).

Parmi les protéines classées dans la méme famille Pfam, y a-t-il des protéines dont la structure
3D est connue ? Si oui, noter le nom de ces protéines et le urs codes PDB correspondants :

Protein name PDB code
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Recherche de similarité de séquences avec Blast :

Soumettre la séquence d’intérét a Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) :
Choisir I’outil protein Blast (blastP)
Copier la séquence ou charger le fichier puis sélectionner labase de données PDB
Lancer le Blast puis observer les hits retournés :
Que sont les protéines en question (fonction, poids moléculaire ?...)
Quelle est la plus grande couverture d’alignement et quel est le plus grand pourcentage
d’identité obtenus ? Est-ce le méme hit qui présente les deux ?
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4. Threading et prédiction de structures secondaire :

Soumettre la séquence d’intérét au serve PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) : « Cliquer
sur le lien pou r accéder au serveu.
Copier et coller la séquence a I’endroit indiqué.
Sélectionner 1’option « Fold Recognition (pGenTHREADER - with profiles and predicted
secondary structure) ».
Décliquer les options de filtrag .
Il est possible d’indiquer une adresse mail ACADEMIQUE pour recevoir les résultats,
Indiquer un nom pour le job, par exemple : « protein_name_your_name ».

Page de résultatsde PSIPRED :
Le(s) fold(s) de quelle(s) structure(s) 3D pourrai(en)t correspondre a la protéine d’intérét,
et avec quel degré de certitu ? Si plusieurs folds sont susceptibles de correspondre,
sont-ils similaires ou au contraire tres différent ?
Noter les codes PDB et les classifications SCOP et CATH des struc tures identifiées avec
les labels « CERT » ou « HIGH » :

PDB code SCOP fam ily CATH family Short description

Pour étudier et comparer les structures secondaires prédites dans la protéine d’intéré avec
celles observées dans les structures expérimentales, cliquer su r le bouton « Start Jalview » et
agrandir 1’ alignement.
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5. Sélection de protéine(s) template(s) :

Parmi les protéines de structures connues retournées précédemment (par Blast, PSIPRED,
Pfam), certaines 1’ont-elles été plusieurs fois ?

Si oui, quelle est la qualité de ces structures (technique expérimentale, résolution) ? Pour
chacune, la couverture de 1’alignement par Blast est-elle significative ? Le pourcentage d’identité
est-il important ?

Dans quelle zone se situera-t-on, de "safe homology modeling" ou "twilight" ?

Parmi ces protéines, en sélectionner au maximum 3 ou 4 selon les critéres suivants :

Eliminer les protéines synthétiques, les fragments, les protéines mutantes

Privilégier les protéines naturelles, ou au pire recombinantes

Plus grand pourcentage d’identité de séquence avec la protéine cible

Structures déterminées par cristallographie de rayons X, préférentiellement

Meilleure résolution possible (plus petit nombre en Angstrom)

Non redondantes entre elles (plus grande diversité possible entre les remplates) o Taille si-
milaire a celle de la protéine cible

Fonction biologique similaire si possible

Pour identifier les structures redondantes ou tres similaires, télécharger les séquences des protéi-
nes et les aligner avec ClustalW dans BioEdit ou sur le serveur ClustalW
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/). Choisir la matrice Blosum62 et les pénalités 12 et 2 pour
I’introduction et I’extension de gaps, respectivement (option « SLOW/ACCURATE »).

Important : Le fait d’utiliser plusieurs templates permet d’augmenter la précision du modele
obtenu en explorant au mieux le paysage structural. Cependant, pour des raisons de temps de

calcul, il faudra ne retenir que la meilleure structure pour ce TD.

6. Préparation des fichiers de modélisation

Fichier séquence cible

Le programme de modélisation par homologie de référence s’appelle Modeller
(http://salilab.org/modeller/). La séquence de la protéine d’intérét doit étre mise au format PIR
compatible avec Modeller (il existe malheureusement plusieurs formats PIR légérement va-
riants).

Exemple :

>P1;1bdmA

structureX:lbdm.pdb: @ :A:+318 :A:undefined:undefined:-1.00:-1.00
MKAPVRVAVTGAAGQIGYSLLFRIAAGEMLGKDQPVILQLLEIPQAMKALEGVVMELEDCAFPLLAGLEATDDPD
VAFKDADYALLVGAAPRLQVNGKIFTEQGRALAEVAKKDVKVLVVGNPANTNALIAYKNAPGLNPRNFTAMTRLD
HNRAKAQLAKKTGTGVDRIRRMTVWGNHSSIMFPDLFHAEVDGRPALELVDMEWYEKVFIPTVAQRGAAIIQARG
ASSAASAANAATEHIRDWALGTPEGDWVSMAVPSQGEYGIPEGIVYSFPVTAKDGAYRVVEGLEINEFARKRMEI
TAQELLDEMEQVKALGLI*
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Editer le fichier FASTA pour supprimer les sauts de ligne.
Convertir la séquence FASTA au format PIR en utilisant la brique Galaxy/Modeller/Fas-
ta2Pir

Note : En cas de modélisation ayant recours a plusieurs templates, une étape d’alignement struc-
tural de ces derniers aurait été nécessaire a ce niveau.

Fichier template
Depuis le serveur de la PDB, télécharger le fichier de coordonnées (choisir le .pdb) corres-
pondant a la structure qui sera utilis€ée comme femplate pour la modélisation.

Fichier alignement cible/template
Modeller contient diverses routines, I’une d’elles permet de générer 1’alignement des sé-

quences cible/template, nécessaire pour le calcul du modele de la protéine cible.

Utiliser la brique Galaxy/Modeller/Salign2DbyModeller pour lancer Modeller et générer
I’alignement cible/template

Télécharger le fichier .ali généré
Ouvrir le fichier d’alignement avec BioEdit

L’alignement est-il optimal ?
Par exemple, les résidus de cystéine sont-ils correctement alignés ?
(N’y a-t-il pas de gaps dans les structures secondaires prédites pour la séquence cible ?)

* Corriger manuellement 1’alignement si nécessaire, en vous aidant du tableau suivant qui décrit
les propriétés physico-chimiques des acides aminés :

Hydroxylic A alanine (ala)
\ R arginine (arg)
N asparagine (asn)
D aspartic acid (asp)
C cysteine (cys)
G Q glutamine (gln)
E glutamic acid (glu)
G glycine (aly)
H histidine (his]
| isoleucine (ile)
Q L leucine (leu)
K lysine (lys)
M metioneine (met)
F phenyalanine (phe)
. / < Positive P proline (pro)
—~— (Basic) S serine (ser)
T threonine (thr)
Charged | W trytophan (irp)
Y tyrosine (tyr)

Aliphatic
N\

Aromatic

Hydrophobic
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7. Modélisation :

e Lancer la brique Galaxy/Modeller/3DmodelbyModeller
* Télécharger le fichier .pdb obtenu

8. Evaluation du modéle :

Soumettre le modele a :
Verify3D (http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D/)

* Noter le score général et observer les codes couleurs

Y’a-t-il des régions avec de trés mauvais scores ? Si oui lesquelles ?
ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php)

* Noter le z-score ('Overall model quality')

Le modele a-t-il des caractéristiques de protéine native ? ('Local model quality")

Y’a-t-il des régions de qualité moindre ? (= plus grande énergie, en rouge)
Whatif (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html)

* Cliquer sur 'Protein analysis' puis 'Secondary Structure, symmetry and accessibility' pour
utiliser le programme DSSP

Les structures secondaires assignées correspondent-elles a celles calculées par PSIPRED ?
Qmean (http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi)

* Noter le score global Qmean, observer les scores locaux

Y’a-t-il des régions de qualité moindre ? Sont-elles les mémes que celles identifiées par
ProSA-web ?

9. Visualisation :

Lancer PyMOL et charger le modele :

La structure générale est-elle cohérente ?

* Mettre en évidence les résidus cystéines : select cysteine, resn cys

* Choisir une option qui permette de mettre en évidence les ponts disulfure et les structures
secondaires : S (show) as cartoon, S sticks, C red

* Charger le fichier template et aligner les structures : align protl, prot2

Explorer les fonctionnalités de PyMOL, et au besoin, consulter PyMOL Wiki
(http://www.pymolwiki.org/index.php/Main_Page).

10. Applications :

D’apres la qualité du modele obtenu, quelles applications sont et ne sont pas envisageables
?

Si vous avez des questions relatives a ce TD ou a cette thématique de recherche, n’hésitez
pas a nous contacter : lamotte@supagro.inra.fr .

TD préparé par Cécile Fleury & Frédéric de Lamotte



