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CONTEXTE

Les premieres cartographies globales des interactions protéine-protéine révelent
'existence de réseaux d'interactions fortement interconnectés dans lesquels la
grande majorité des protéines se trouve a proximité les unes des autres. Les
phénotypes induits par la délétion de grandes régions d’'un géne qui permettent de
mesurer son importance peuvent s’avérer trop drastiques pour interpréter le role
fonctionnel des différentes interactions dans lesquelles une protéine est impliquée.
La dissection des réseaux d’interactions et la compréhension de leur coordination
interne imposent de les perturber plus localement en abrogeant ou atténuant une
interaction spécifique au sein du réseau. Cette analyse fonctionnelle requiert
l'identification préalable des sites d’interactions entre les partenaires et constitue
I'objectif central de notre projet.

OBJECTIFS

Notre projet vise a élaborer un ensemble de méthodes bioinformatiques pour
identifier les sites d’interactions protéine-protéine impliquant des domaines
régulateurs retrouvés dans un grand nombre de protéines modulaires. Ces
domaines sont capables de reconnaitre des motifs de séquence spécifiques.
La prédiction de la spécificité d’interaction de ces domaines sera effectuée par
un ensemble de méthodes originales couplant prédiction de structure et
criblage in silico de bibliotheques de peptides.

« prédire la structure tridimensionnelle des complexes formés par les
domaines et leur ligand peptidique.

e criblage de linteraction d’'un vaste ensemble de ligands peptidiques
complexés.

La premiére étape du projet consiste a développer des méthodes qui
permettent de construire des modeles structuraux d’'un niveau de précision
suffisant pour I'étape de criblage virtuel. L'évaluation des énergies
d’interaction lors du criblage associe i) I'analyse statistique des alignements de
séquence ii) la fonction d’énergie empirique, FoldX que nous avons
développée précédemment [1,4] iii) une évaluation de I'énergie libre avec
traitement de I'électrostatique calculée selon la loi de Poisson-Boltzmann. Ces
prédictions seront validées expérimentalement sur des domaines
fréquemment retrouvés dans les protéines de la réparation de 'ADN (FHA,
BRCT, Polo, Tudor [5]). Les résultats obtenus seront validés in vitro par des
expériences de biochimie et de biophysique (RMN). In vivo, les résultats de
ces analyses seront directement utilisés pour générer des mutants
d’interaction permettant d’abroger trés spécifiquement certaines voies de
signalisation tout en préservant le reste du réseau d’interaction [2] et [3].

PROJET

Développer des méthodes de prédiction de structure et de criblage virtuel de
bibliothéques de peptides qui permettent de prédire les spécificités de
reconnaissance des domaines régulateurs.

Application aux familles de domaines FHA, BRCT, Polos et Tudor fréquemment
impliquées dans les réponses aux stress génotoxiques.

Prédiction de sites d’interaction avec validation expérimentale in vivo et in vitro.

RESULTATS

« Validation de la stratégie générale par la prédiction correcte d’un site de
reconnaissance entre deux partenaires biologiques (Rad53 et Ptc2) a partir de
la connaissance des spécificités d’interaction [2] et [3].

« Identification par RMN du site d’interaction canonique des domaines Tudor [5].
« Prédiction correcte des affinités a partir des structures a haute résolution
(validation des méthodes de scoring) [1,4]. La partie prédiction de structure
reste la partie de la méthode a optimiser.
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CRIBLAGE VIRTUEL et APPLICATION

(A) Stratégie de modélisation et de criblage virtuel des domaines régulateurs
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(B) Exemple de validation et application in vivo a I'analyse des réseaux, avec
la carte d’interactions globale établie par spectrométrie de masse (Ho et al
2002). Les protéines possédant des domaines médiateurs d’interactions
soulignés en gras Prédiction et mutation du site d’interaction entre la kinase
Rad53 et la phosphatase Ptc2 par la connaissance des spécificités de
reconnaissance du domaine FHA1 de Rad53. En cascade, identification de
la kinase phosphorylant Ptc2 en amont de la voie [2] et [3].
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