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Chapitre 1

Systémes membranaires

1.1 La membrane

1.1.1 Role

La membrane plasmique est une structure fluide, interface entre les milieux extra- et intra-
cellulaires, que la cellule peut ajuster de maniere tres spécifique pour répondre a ses besoins.
Son role de moyen de communication avec le milieu externe en fait un des organites les plus
importants dans la cellule. Elle constitue le seul organite dont la cellule ne peut se passer, méme

temporairement, ainsi que le seul que ’on ait réussi a reproduire partiellement.

En premier lieu, les membranes constituent une barriere sélective. Elles permettent de controler
I’entrée et la sortie des différentes molécules et ions entre les différents milieux. Cela permet a

la cellule d’avoir une composition propre.

Les bicouches lipidiques, structure de base des membranes, ne sont perméables qu’aux petites
molécules hydrophobes (02, N2, glycérol, etc), par diffusion simple. Mais elles servent de sup-
port a de nombreuses protéines transmembranaires ayant pour role de réguler les échanges (par
exemple, les canaux ioniques pour les transferts d’ions, les aquaporines pour le transfert d’eau
par osmose, etc). Le transport a travers les membranes de molécules plus grosses se fait par

endocytose (vers l'intérieur) et exocytose (vers 'extérieur).

La membrane sert aussi de support au transfert d’information biologique. Cette information
prend la forme d’une hormone, d’un sucre, d’une protéine, etc, captés par des récepteurs spécifiques.
Cette reconnaissance enclenche un mécanisme de signalisation cellulaire aboutissant & une réaction
de la cellule face au signal qu’elle a regu.

1.1.2 Caractéristiques

La membrane est constituée de trois éléments de base dont les proportions different grande-

ment selon les organismes : les lipides, les protéines et les glucides.

1. Les lipides constituant la membrane plasmique sont principalement des phospholipides.
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Chapitre 1. Systémes membranaires

Chez les eucaryotes, un composé aussi tres représenté est le cholestérol, absent des mem-
branes procaryotes. Les phospholipides sont des molécules amphiphiles, ¢’est-a-dire qu’elles
peuvent étres divisées en deux régions : hydrophobe et hydrophile. Dans la membrane, ces
molécules vont former des bicouches, c’est-a-dire un empilement de deux feuillets, les par-
ties hydrophobes au centre, entourées des parties hydrophiles, en contact avec ’eau. Cette
organisation particuliere est responsable de I’étanchéité de la membrane aux molécules
solubles dans I’eau, qui constituent la majorité des molécules biologiques. C’est dans cette
bicouche que vont étre ancrés les protéines et les glucides permettant les échanges de la

cellule avec 'extérieur.

2. Les protéines membranaires assurent la communication et donc les échanges entre milieux

interne et externe a travers différentes fonctions :

— en temps que canaux, elles permettent le passage de molécules polaires a travers la
barriere lipidique ;

— comme récepteurs, elles servent de site spécifique de fixation de molécules messageres
comme les hormones ;

— elles catalysent parfois des réactions enzymatiques.

Elles participent aussi & la maintenance de la forme et de la stabilité de la membrane et

servent de point d’ancrage a des structures extra- ou intracellulaire comme le cytosquelette.

3. Les derniers constituants de base des membranes sont les glucides. Ils forment a la surface
de la membrane, du coté extracellulaire, des structures complexes et variées. Les glucides
sont accrochés & la membrane de deux maniéres : i) ils sont fixés & des protéines et forment
des glycoprotéines, ii) ils sont fixés aux lipides et forment des glycolipides. Les glucides
interviennent & trois niveaux : i) grace a leurs propriétés antigéniques, ils ont un role
de reconnaissance, par exemple de groupe sanguin; ii) parce qu’ils sont tres polaires, ils

contribuent a I’environnement local ; iii) ils renforcent la membrane.

4. On trouve, du reste, sur toutes les membranes externes des cellules, des résidus sucrés
formant un cell-coat, un “manteau” de protection pour la cellule. Ces sucres (ou oses) se
branchent de fagon covalente sur les lipides et protéines de la membrane. Seulement un

lipide sur dix est glycosilé alors que la grande majorité des protéines membranaires le sont.

Ces trois éléments (lipides, protéines, glucides) interagissent pour former un film relative-
ment fluide, étanche qui isole la cellule du milieu mais lui permet d’interagir (fig. 1.1). On a
longtemps pensé que cet ensemble formait une mosaique fluide (Singer & Nicholson, 1972). Dans
ce modele, les protéines, de faible concentration, étaient dispersées. Elles étaient adaptées a des
lipides ne subissant pas de perturbations et dont la surface était directement en contact avec
leau (fig. 1.1).

Depuis quelques années, I'idée émergente est que les membranes ne seraient pas fluides dans le
sens proposé dans le modele. Elles seraient en fait découpées en régions de structures et de fonc-
tions différentes (Engelman, 2005). Le concept des “rafts” est ainsi récemment apparu. Ce sont
des domaines dans lesquels ’ordre des chaines grasses des lipides et la composition protéique
different de la membrane environnante (Hanzal-Bayer & Hancock, 2007). Le découpage de la
membrane en régions bien disctinctes module alors la fluidité de la membrane. Les lipides dif-

fusent dans la membrane de maniere tres différente en fonction des régions et la direction des
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1.2. Les phospholipides

mouvements n’est pas toujours libre (Kusumi et al. , 2005). Ils varient en épaisseur et en com-
position en fonction des régions mais aussi en fonction de ’épaisseur hydrophobe des protéines
avec lesquelles ils sont en contact (Mitra et al. , 2004). Leur exposition au milieu aqueux est de

plus limité par 'encombrement des especes ancrées dans la membrane (fig. 1.1).

Fig. 1.1: Représentation d’'une membrane avec ses différents constituants. A gauche, le modele de mo-
saique fluide. A doite, une version plus récente du modeéle de membrane. (Extrait de Engelman (2005))

Les membranes sont donc des organites complexes, dont la composition est tres variable
d’une espece a 'autre, d’un feuillet & 'autre dans une méme bicouche, mais aussi d’une région

a l'autre dans un méme feuillet.

1.2 Les phospholipides

1.2.1 Caractéristiques

Les phosphoglycérides (ou phospholipides) sont les lipides les plus abondants dans les mem-
branes biologiques. Ils s’associent en une organisation qui leur permet de limiter les contacts
entre partie apolaire et eau. Le type d’organisation dépend des tailles relatives des parties hy-
drophile et hydrophobe et de la température. Ils peuvent prendre une organisation lamellaire, ot
les lipides s’agregent en bicouches, une organisation hexagonale ou une organisation micellaire
(fig. 1.2).

Leur structure de base est formée d’une partie apolaire (les chaines hydrocarbonées) et d’une
partie polaire (le phosphoglycérol), spacialement distinctes. Le phosphoglycérol est constitué,

comme son nom l'indique, d’un glycérol et d’un dérivé de I’acide phosphorique (fig. 1.3).

La nature du dérivé de ’acide phosphorique permet la classification des phospholipides. Les
plus représentés dans les membranes plasmiques sont la phosphatidylcholine (PC), la phophati-
dyléthanolamine (PE), la phophatidylsérine (PS) et le phophatidylinositol (PI) (fig. 1.4).
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Fig. 1.2: Diagramme de phase et types d’organisations principales prises par les phospholipides.
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Fig. 1.3: Un phospholipide, le POPC. Fig. 1.4: Formules des principaux

dérivés d’acide phosphorique permet-
tant la classification des phospholipides.

1.2.2 Dynamique

Les lipides ne sont pas statiques dans les membranes, ils sont sujets a de nombreux mou-
vements. Notre compréhension de la dynamique des lipides est encore limitée. Si I'on ignore
les mouvements qui n’induisent pas un transport de lipides comme [’'oscillation ou la rotation
autour de leur axe, les lipides sont sujets a trois types de mouvements différents : la diffusion
latérale dans le plan de la membrane, la diffusion transversale d’un feuillet a ’autre, aussi ap-
pelée flip-flop et la diffusion de la membrane vers le milieu aqueux puis 'insertion dans une
autre membrane (Holthuis & Levine, 2005).

Les lipides diffusent dans le plan de la membrane avec un coefficient de diffusion 10 & 100 fois
supérieur & celui des protéines. Ils peuvent couvrir une aire de 0,1 & 1 gm?s~! dans une cellule
(Murase et al. , 2004). La diffusion des lipides n’est cependant pas gouvernée par des regles
simples et elle peut varier d’un lipide a ’autre en fonction de sa nature et de son environnement.
Dans les membranes modeles, le phénomene de flip-flop est tres lent pour les lipides possédant
une téte polaire et un peu plus rapide pour ceux n’en ayant pas (Bai & Pagano, 1997). Le
temps de demie-vie est de la seconde a la minute pour les diacylglycéroles ou le cholestérol et
de lordre de I'heure ou du jour pour les phosphatidylcholines (PC). Cependant, un prérequis
pour l'expansion des membranes telles que celle du réticulum-endoplasmique (RE) est que les
lipides, qui sont produits dans le feuillet externe, puissent “fliper” a une vitesse proche de celle
de production. Dans ce cas, les flipases RE (Buton et al. , 1996) permettent de catalyser la
diffusion transversale d’un feuillet a ’autre. Dans le cas de la membrane plasmique qui doit
garder une composition asymétrique, des flipases ATP-dépendantes permettent la translocation
des PS et PE de la membrane externe vers la membrane interne (Seigneuret & Devaux, 1984).

Un autre mécanisme de transport lipidique, appelé échange monomérique, est celui qui concerne
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I’échange de lipides entre membranes par désorbtion d’un lipide vers le milieu aqueux puis
réabsorbtion par une autre membrane. Cet échange est limité par I’étape de désorbtion. Il est
assez rapide pour les lipides & chaine unique (le temps de demie-vie est de 'ordre de la mi-
nute pour le lysophosphatidylcholine) mais tres lent pour les lipides ayant deux longues chaines
grasses (le temps de demie-vie est de lordre de plusieurs jours pour les phosphatidylcholines).
Un exemple d’échange monomérique bien étudié est le transfert de phophatidylinositol (PI) du
RE vers 'appareil de Golgi et la membrane plasmique (Whatmore et al. , 1999). Ce transport
est médié par une protéine de transfert de lipides (LTP).

1.3 Les protéines membranaires

1.3.1 Généralités

Les protéines insérées dans la membrane, sont classées en deux groupes : les protéines in-
trinseques, enchassées dans la membrane, et les protéines périphériques, interagissant faiblement
avec la membrane, soit par liaisons électrostatiques, soit par I'intermédiaire d’autres protéines

membranaires.

Les fonctions des protéines membranaires sont aussi variées que celle des protéines solubles :
activités enzymatiques, fonctions structurales, moteurs moléculaires, etc. En raison de leur loca-
lisation spécifique a l'interface de deux compartiments différents, les protéines intégrales mem-
branaires peuvent cependant avoir trois types de fonctions additionnelles tout a fait spécifiques :
— Le transport actif ou passif de molécules a travers la membrane. Le transport est dit
passif lorsque le composé diffuse simplement d’un coté a I'autre de la membrane, comme
la diffusion d’eau & travers les porines (Agre, 2006). Le transport est au contraire actif
quand il est couplé a une utilisation d’énergie par la protéine membranaire (hydrolyse
d’ATP, utilisation de la force proton-motrice). Le transport actif permet de transporter
une molécule contre son gradient de concentration, comme par exemple la translocation
d’ions Cl- ou de vitamine B12 par les transporteurs ABC (Raaijmakers, 2007).
— La réception/transmission de signaux a travers la membrane, comme par exemple les
récepteurs nicotiniques (Cooke, 2007).
— Le (re)modelage et la fusion des membranes, comme les protéines de fusion des virus Ebola
(Freitas et al. , 2007) ou HIV (Deng et al. , 2007).

1.3.2 Structure des protéines membranaires

La structure tridimentionnelle d’une protéine est stabilisée par un ensemble d’interactions
non covalentes : interactions électrostatiques, liaisons hydrogene, interactions hydrophobes. La

structure finale adoptée résulte d’un compromis entre ces interactions.

Les protéines membranaires sont constituées de domaines entierement en contact avec un
milieu polaire (eau environnante ou tétes des lipides) et de domaines en contact avec un milieu
hydrophobe (chaines grasses des lipides). Les regles qui gouvernent la structure tridimention-

nelle (3D) des domaines hydrophiles sont celles qui gouvernent la structure 3D des protéines
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Fig. 1.5: Structure d’une hélice o et d’un brin j3.

solubles : la chaine polypeptidique se replie sur elle-méme de sorte & exposer les résidus polaires
vers l'extérieur tout en maintenant a I'intérieur de la protéine les résidus hydrophobes (table 1.1).
Il n’en est pas de méme pour les domaines hydrophobes : une stucture stable minimise les interac-
tions entre résidus polaires et environnement, ce qui implique que les résidus placés a ’extérieur
soient plutot hydrophobes. De plus, les groupements C=0 et N-H de la liaison peptidique re-
liant deux résidus successifs ont eux-méme un caractere polaire. Ils vont donc avoir tendance a
s’éloigner du contact avec I'’environnement, hydrophobe. Ceci passe par 1’établissement de liai-
sons hydrogene entre ces deux groupements, conduisant a la formation de structures secondaires

ordonnées : principalement des hélices « et brins 3 (fig. 1.5).

Résidus Indice | Résidus Indice | Résidus Indice | Résidus Indice
Te (I)  +45 | Met (M) +1.9| Trp (W) -09]| Gln (Q)  -35
Val (V) +42 | Ala(A) + 1.8 | Tyr (Y) -13 | Asp (D) -35
Leu (L) + 3.8 | Gly (G) -0.4 | Pro (P) -16 | Asn (N) -3.5
Phe (F) + 2.8 | Thr (T)  -0.7 | His (H)  -3.2|Lys(L) -3.9
Cys (C) + 2.5 | Ser (S) -0.8 | Glu (E) -35 | Arg (R) -45

Tab. 1.1: Echelle d’hydrophobicité des résidus (Kyte & Doolittle, 1982).

Les protéines membranaires peuvent étre classées en fonction des structures leur permettant
d’interagir avec la membrane et la maniere dont elles s’agencent. Les types de structures mises
en jeux et leurs organisations sont regroupés sous le terme de topologie membranaire. Deux

grandes catégories de topologie définissent les protéines membranaires (fig. 1.6) :

1. Les protéines de surface ou monotopiques. Ce sont des protéines en contact avec un seul
des compartiments définis par la membrane. Les structures en contact avec la membrane
peuvent étre :

a. une ou plusieurs hélices « paralleles au plan de la membrane (de 1 & 3 par protéine).
Ces hélices ont la particularité d’étre amphipathiques, c¢’est a dire de présenter une face
hydrophobe et une face hydrophile;

b. des boucles hydrophobes ;
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Les protéines monotopiques peuvent aussi se lier a la membrane grace a des liaisons cova-
lentes ou électrostatiques a des lipides (c.). Ces liaisons peuvent se faire directement avec

des phospholipides ou par l'intermédiaire d’un ion (d.).

2. Les protéines transmembranaires ou polytopiques sont des protéines en contact avec les
deux compartiments définis par la membrane. Les structures en contact avec la membrane
peuvent étre :

e. f. une ou plusieurs hélices a transmembranaires (de 1 a plus de 20 par protéine). Il
s’agit de loin de la conformation transmembranaire la plus obervée dans les structures
résolues expérimentallement.

g. un tonneau (3 transmembranaire composé de 8 & 22 brins  (Schulz, 2000). Il est & noter
que ces protéines ont un processus de repliement particulier qui, pour les porines par

exemple, se ferait dans le périplasme avant d’étre insérées dans les membranes.

a.é b. c'ﬁ d.% e. f

Fig. 1.6: Topologie des protéines membranaires.

Tres peu de structures 3D de protéines membranaires a 1’échelle atomique sont connues a
ce jour. Par contre, leur séquence, généralement déterminée a partir de la séquence du gene
correspondant, est connue dans un tres grand nombre de cas et la topologie de ces protéines

peut étre déterminée relativement facilement.

1.3.3 Une catégorie de protéines membranaires :
les canaux ioniques

Les canaux ioniques sont des protéines traversant la membrane de part en part, capables
de former des pores a travers lesquels diffusent passivement de ’eau et des petites molécules
hydrophiles (ions, métabolites) selon leur gradient électrochimique (transport passif). Ces ca-
naux sont ubiquitaires, c’est-a-dire qu’ils sont présents dans toutes les cellules, au niveau de la
membrane plasmique (et membrane endocellulaire chez les eucaryotes). Ils interviennent dans
toutes les fonctions de base de la cellule : génese du potentiel d’action dans les cellules excitables,

transmission synaptique, exocytose, apoptose, etc.

Généralement, les canaux ioniques fluctuent entre deux états extrémes : I’état ouvert et I'état
fermé. Des stimuli spécifiques peuvent provoquer le changement d’état. On distingue trois fa-
milles (fig. 1.7) selon le type de stimulus :
— Les canaux voltage-dépendants : sensibles aux changements de potentiel transmembra-
naire.
— Les canaux ligand-dépendants : sensibles a la fixation d’un ligand.

— Les canaux mécanosensibles : répondant a un stress mécanique.
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Fig. 1.7: Représentation schématique des trois grandes familles de canaux ioniques.

Ainsi les canaux sodique et potassique voltage-dépendants (Edwards & Weston, 1995) qui
interviennent dans la mise en place du potentiel d’action des cellules excitables font partie de
la premiere catégorie; le récepteur nicotinique de ’acétylcholine de la jonction neuromusculaire
(Albuquerque et al. , 1988) est un exemple de la deuxieme, le canal mécanosensible bactérien

de grande conductance (Sukharev et al. , 1994) illustre la troisieme.

Pour certains de ces canaux, il a été possible de faire la relation entre leur séquence, leur struc-
ture, leur fonction et la nature des stimuli qui gouvernent leur activité. Les protéines sont
extrémement diverses et la catégorie des canaux ioniques présente une grande variabilité de
sélectivité, de régulation, de pharmacologie ou de localisation. Malgré ces diversités, tous les ca-
naux ioniques sont caractérisés par des segments transmembranaires qui s’organisent pour former

un pore dans la membrane biologique & travers lequel diffusent des molécules hydrophiles.

1.4 Principes physiques gouvernant le comportement des systémes

membranaires

Durant les dernieres années, il a été admis que le comportement des membranes biologiques
était gouverné par des principes physiques se manifestant par certaines propriétés spécifiques.
Parmi ces principes, I’élasticité membranaire semble jouer un role important dans les processus
de bourgeonnement, fusion, fission et formation de pores.

L’hypothese de I'adaptation hydrophobe est une des premieres a avoir été proposée (Mouritsen
& Blom, 1984; Sackmann, 1984). Selon cette hypothese, le mésappariement hydrophobe affecte
I’organisation des membranes et certaines fonctions biologiques, comme les voies de sécrétion de
l'appareil de Golgi (Munro, 1995, 1998). L’adaptation hydrophobe semble aussi jouer un roéle
dans la séquestration de protéines possédant de longues régions transmembranaires (McIntosh
et al. , 2003) dans des domaines comme les rafts (Mukherijee & Maxfield, 2004). La maniére dont
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les membranes compensent le mésappariement hydrophobe implique des changements de struc-
ture et de dynamique de la membrane, & un niveau aussi bien microscopique que macroscopique
(Mouritsen, 1998; de Planque & Killian, 2003) et peut affecter certaines fonctions biologiques
(Lee, 1998, 2003).

De nombreuses expériences montrent que les changements membranaires induits par mésap-
pariement hydrophobe résultent en une déformation de la membrane a proximité de l'interface
protéine-lipides (Bryl & Yoshihara, 2001). Les protéines peuvent aussi préférer, sur des bases sta-
tistiques, étre associées avec des lipides qui correspondent a leur surface hydrophobe (Fernandes
et al. , 2003). De tels phénomeénes peuvent induire la formation de domaines membranaires (Bin-
der et al. , 2003).

Il existe aussi des phénomenes liés au mésappariement hydrophobe touchant les protéines. De
nombreuses données expérimentales montrent une inclinaison et un recourbement de peptides
ou de protéines pour s’adapter & une membrane trop fine (Strandberg et al. , 2004; Ozdirekcan
et al. , 2005). Des inclinaisons de maniere individuelle d’hélices formant une protéine ont aussi

été observées (Lee, 2003), induisant des changements d’activité de la protéine.

1.5 Simulation de systemes membranaires

La simulation numérique est utilisée pour étudier, dans des systemes modeles, des phénomenes
tels que la formation de domaines lipidiques, les changements de structures de protéines induits
par les lipides, le changement d’organisation latérale de membrane induite par les protéines ou
I'insertion de protéines dans les membranes. Elle sert aussi de support a des hypotheses concep-
tuelles comme le phénomene d’adaptation hydrophobe entre lipides et segments transmembra-
naires des protéines. Plusieurs types d’approches existent pour la modélisation de systemes
membranaires en fonction des phénomenes que I'on souhaite observer (fig. 1.8).

Des modeles précis de membranes de phospholipides pures sont essentiels pour comprendre
les principes généraux de l'organisation membranaire. Des progres significatifs dans ce domaine
ont eu lieu ces dernieres années. Plusieurs études ont permis de simuler des membranes conte-
nant une centaine de lipides pendant plus de 100 ns, permettant de calculer des coefficient de
diffusion latérale ou d’autres parametres s’équilibrant plus rapidement (Anezo et al. , 2003).
Des simulations de bicouches lipidiques de différentes tailles ont permis un premier regard sur
des phénomenes tels que l'ondulation membranaire (Lindahl & Edholm, 2000). Des simula-
tions de dynamique moléculaire ont également été utilisées pour étudier des processus a grande
échelle comme l'agrégation de lipides, I’électroporation, le changement de phase ou la fusion.
L’agrégation de phospholipides positionnés aléatoirement en bicouche prend quelques dizaines
de nanosecondes (Marrink et al. , 2001), tandis que la formation de petites vésicules de phospho-
lipides a été observée sur une simulation de 100 ns (de Vries et al. , 2004). La formation de pores
sous l'influence d’un champs électrique ou d’un stress mécanique (Tieleman, 2006) ou des transi-
tions de phase de lipides ont aussi pu étre observées (Marrink & Tieleman, 2002). La simulation
de membranes mixtes reste difficile en raison de temps d’équilibration tres longs (de Vries et al. |
2004) mais des systémes contenant généralement deux entités commencent a apparaitre (Pandit
et al. , 2003; Levadny & Yamazaki, 2005; Leekumjorn & Sum, 2006). La présence de cholestérol

a été tres étudiée et des simulations de quelques dizaines de nanosecondes commencent a donner
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Chapitre 1. Systémes membranaires
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Fig. 1.8: Méthodes de simulation ordonnées en fonction de I’échelle de temps et de la taille des systemes.

de bonnes informations sur ses interactions avec les phospholipides (Hofsass et al. , 2003).

La détermination de structures tridimentionnelles de protéines membranaires est tres difficile.
Cependant, leur nombre augmente de plus en plus. L’acces & des structures de protéines mem-
branaires et leur intérét biologique ont fait exploser le nombre de simulations de dynamique
moléculaire de systeme contenant une protéine et des lipides. La taille des systemes simulés est
généralement beaucoup plus grande que pour les membranes pures, limitant le temps de simula-
tion & une dizaine de nanosecondes généralement. Les canaux ioniques représentent un défi pour
la dynamique moléculaire car les interactions électrostatiques entre solvant, lipides et protéine
doivent étre tres précises. Comme dans de nombreuses simulations, la différence entre ’échelle
de temps observable et celle des phénomenes comme ’ouverture des canaux est un probleme. La
dynamique dirigée peut présenter une solution mais deux structures (états initial et final) sont

nécessaires et le chemin exploré n’est pas forcément représentatif d’un chemin “naturel”.

Les méthodes gros grains semblent étre une voie prometteuse pour I’étude de phénomene a
plus grande échelle. Elles peuvent étre utilisées pour explorer de nombreux processus biolo-
giques tels que les interactions protéine-protéine, lipide-protéine ou membrane-membrane. La
fonction des protéines est fortement influencée par les interactions avec les lipides environnants
(Dumas et al. , 1999) et une compréhension globale de ce phénomeéne n’est possible qu’a un ni-
veau mésoscopique. Ainsi, pour de nombreuses propriétés membranaires, il n’est pas nécessaire
de prendre en compte explicitement tous les atomes.

Les modeles gros grains ont été appliqués a de nombreux systeémes : la formation de bicouches a
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1.5. Simulation de systémes membranaires

partir de lipides disposés aléatoirement (Shelley et al. , 2001), la formation de domaines induits
par le cholesterol (Murtola et al. , 2004), I'insertion de peptides dans les membranes (Moore et al.
, 2001) ou la déformation de peptides en réaction, par exemple, au mésappariement hydrophobe
(Bond et al. , 2007).
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Chapitre 2

Les Canaux mécanosensibles

La mécanosensibilité est la capacité a traduire un stress mécanique en information intégrable
par la cellule. Une grande variété de protéines est douée de cette caractéristique et réagit a des
phénomenes tels que le gradient de pression osmotique, le flux de liquides, les vibrations, la
pression ou la réorganisation des exo- et endosquelettes. La mécanosensibilité est une fonction

que possedent tous les organismes pour lesquels le mécanisme semble inchangé.

2.1 Mise en évidence

2.1.1 Détection

L’existence de canaux mécanosensibles a été évoquée apres ’observation d’un changement de
perméabilité de la membrane en réponse a I’application d’une pression dans les cellules excitables
comme les fibres musculaires (Katz, 1950), les corpuscules de Pacini (Oseki & M, 1965) et
les cellules sensorielles audio-vestibulaires (Hudspeth, 1983). La réponse au stress mécanique
étant instantanée, les chercheurs ont postulé qu’il n’existait pas de messager secondaire dans
l'activation de ces canaux (Corey & Hudspeth, 1979).

En 1984, 'implication de canaux ioniques dans la réponse a un stress mécanique est observée
pour la premiere fois par patch-clamp sur des cellules musculaires d’embryon de poulet (Guharey
& Sachs, 1984). Cette technique consiste a enregister, grace a une micropipette, le courant a
travers un canal unique soumis a différents stimuli (fig. 2.1).

Des canaux mécanosensibles ont aussi été mis en évidence dans des cellules eucaryotes spécialisées
telles que les cellules endothéliales, les cellules neuronales, mais aussi dans des cellules non
spécialisées telles que Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, les protoplastes du tabac, les
cellules embryonaires de poisson ou l'archaebactérie Haloferax volcanii (Sackin, 1995; Hamill &
Martinac, 2001).

2.1.2 Identification moléculaire

Un grand nombre de canaux mécanosensibles (MS) a été mis en évidence et caractérisé par
des études électrophysiologiques. Mais il est rare que les canaux responsables des activités soient
identifiés. Les techniques généralement utilisées pour identifier les canaux sont la purification

grace a un ligand spécifique ou, a partir d’'un phénotype connu, d’identifier une éventuelle mu-
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Chapitre 2. Les Canaux mécanosensibles
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Fig. 2.1: Schéma représentant la technique de patch-clamp.

tation sur le canal ciblé. Dans le premier cas, il est rare de disposer de molécules agissant sur les
canaux MS et on ne sait pas si elles agissent sur le canal lui-méme ou sur son environnement.
Dans le second cas, la fonction des canaux MS est hypothétique et les canaux sont actifs dans
des conditions particulieres, il est donc difficile de corréler un phénotype a ’absence d’un canal
MS. Néanmoins, cette technique a pu étre mise en ceuvre dans le cas du canal MS potassique
eucaryote TREK-1 (Fink et al. , 1996), du canal SI cationique chez le rat (Suzuki et al. , 1999)
ou des canaux MscS (KefA et YggB) chez la bactérie (Levina et al. , 1999).

2.2 Variabilité

Les caractéristiques électrophysiologiques des canaux MS sont souvent les seules informations
disponibles car rares sont ceux dont la séquence, la structure et/ou la fonction sont connues.
Une classification fine de cette famille est donc impossible. Du point de vue de leur sélectivité,

on distingue cing types de canaux MS :

— Quatre types activés par un stress mécanique (SA ou Stress Activated) :

— Les canaux SAcat : perméables aux cations mono- et divalents, ils générent un courant
calcique assez grand pour étre observés en canal unitaire.

— Les canaux SAcm : perméables aux cations monovalents. On peut citer les canaux SAK
sélectifs au potassium ou les SANa, sélectifs au sodium. Cette sous-famille est moins
vaste que la premiere.

— Les canaux SAan : perméables aux anions et généralement de grande conductance.
Ils sont peu nombreux et souvent sujets a des régulateurs chimiques en plus de leur
activation mécanique.

— Les canaux SAns : non sélectifs, ils sont plus communs aux organismes unicellulaires
comme la bactérie ou la levure.

— Les canaux SI (pour Stress Inactivated), inhibés par un stress mécanique. Peu fréquents
par rapport aux canaux SA. Ils sont perméables aux ions K+ et/ou Ca’t. Leur activité

peut aussi étre modulée par des effecteurs chimiques.
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2.3. Fonction des canaux mécanosensibles

2.3 Fonction des canaux mécanosensibles

La fonction des canaux MS est hypothétique, sauf dans le cas des canaux MS bactériens
impliqués dans 'osmorégulation (cf chapitre 3). Ceci s’explique par plusieurs raisons :
— Peu de genes codant pour des canaux MS ont été clonés.
— Lorsqu’ils le sont, 'inactivation de ces génes conduit a la mort cellulaire, leur fonction ne
peut donc pas étre étudiée.
— Il n’existe pas d’inhibiteur spécifique des canaux MS.
— Il est parfois impossible de tester la mécanosensitivité in vivo, ce qui empéche la mise en
évidence de la relation directe entre les canaux et la réponse au stimulus.
Toutefois, la fonction des différents canaux MS a pu étre supposée a partir de leur localisation
et de leur sélectivité. Quelques exemples peuvent étre cités.
Les cellules de I'endothélium des vaisseaux sanguins subissent des contraintes de cisaillement
générées par le flux sanguin. Le calcium entrant par les canaux MS pourrait entrainer la synthese
et la sécrétion de facteurs vasodilatateurs lorsque la pression et/ou le flux sanguin sont trop
élevés (Lansman et al. , 1987). Dans les muscles lisses, le flux calcique MS pourrait provoquer la
contraction musculaire (Kirber et al. , 1988). Le canal TREK-1 est impliqué dans la protection
neuronale par efflux de potassium et donc hyperpolarisation (Maingret et al. , 1999). Certains
canaux MS jouent aussi un role dans la proprioception (par exemple en traduisant les vibrations
de soies chez la drosophile en signal électrique (Walker et al. , 2000)) ou dans le sens du toucher
(Driscoll & Tavernarakis, 1997).

2.4 Modes d’activation

2.4.1 Sensibilité a la tension

Lorsque 'on applique une pression P sur la membrane, une tension 7' est générée. Les deux

grandeurs sont liées par la Loi de Laplace, ou r est le rayon de courbure de la membrane :

_P-r
2

L’hypothese de sensibilité a la tension membranaire a été testée sur les canaux MS de Saccha-

T

(2.1)

romyces cerevisiae (Gustin et al. , 1988). Des sphéroplastes! géants de trois tailles différentes ont
été générés et testés en patch-clamp. La pression, la surface et le rayon de chaque sphéroplaste
ont été mesurés. Les courbes de probabilité d’ouverture en fonction de la pression sont dispersées
selon la taille des sphéroplastes. D’une maniére étonnante, les courbes se superposent lorsque la
probabilité d’ouverture est exprimée en fonction de la tension (fig. 2.2). Ceci suggerent que les
canaux MS sont bien activés par la tension membranaire et non la pression.

Ces résultats ont été confirmés par Sokabe et al. (1991) a l’aide des clichés photographiques

d’expériences de patch-clamp.

La question qui se pose alors est : “Comment la tension membranaire est-elle transmise aux

LCellule dans laquelle presque la totalité de la paroi cellulaire a été éliminée, généralement par traitement
enzymatique. Elle acquiert alors une forme ronde.
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0.20 - A - B

&

a 0.15 - =

z

2 o0 [ -

3

§ 0.05 -

=

(4] ”DP‘/)

o O (R IR T | | | T T T T T
(o] 2 4 6 (o] 2 4 6 8
Pressure (kN m3) Tension (mN m™)

Fig. 2.2: Probabilité d’ouverture des canaux MS en fonction de la pression et de la tension (Extrait de
Gustin et al. (1988)).

canaux MS?” Dans le cas des canaux MS bactériens, en particulier le canal MscL, seule la
bicouche lipidique suffit puisque leur activité est retrouvée apres reconstruction dans des lipo-
somes. Par contre, la présence d’endo- et d’exosquelette n’est peut-étre pas anodine dans le cas
des canaux MS comme ceux des muscles squelettiques. Deux hypothéses non exclusives ont donc
été proposées : le “modele direct” et le modele des “molécules d’attache” (fig. 2.3).

Direct & <J|JJAttache‘ Ji)

e
Al

\ {

v v i#JE:?

Fig. 2.3: Deux modeles possibles d’activation des canaux MS.

Dans le premier modele, le systeme est restreint au canal et a la bicouche qui I'entoure.
Le stress mécanique modifie les interactions entre les lipides et la protéine, ce qui entraine des
changements conformationnels ayant pour effet I’activation ou 'inactivation du canal. Ce modele
a été vérifié pour plusieurs canaux bactériens et d’archaébactéries.
Dans le second modele, le systeme est plus complexe et contient les lipides, la protéine et des
éléments tels que le cyto- ou l'exosquelette. Les cellules ciliées audiovestibulaires illustrent ce
mode d’activation. Le stress mécanique modifie les interactions entre molécules d’attache et

canal, entrainant des changements conformationnels qui activent ou inhibent le canal.

2.4.2 Comment s’effectue la transmission de la tension ?

L’ouverture des canaux mécanosensibles est initiée par la tension issue d’une déformation
membranaire (par exemple, suite & un gonflement de la cellule). Afin de comprendre com-
ment la tension était pergue par les canaux mécanosensibles, Perozo et al. (2002b) ont testé
deux mécanismes comme déclencheur de 'ouverture de ces canaux : le cout énergétique d’un

mésappariement hydrophobe entre protéine et bicouche lipidique et les conséquences géométriques
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2.4. Modes d’activation

d’une courbure intrinseque de la membrane (fig. 2.4). Les changements conformationnels induits
sur le canal mécanosensible bactérien de large conductance (MscL) ont été évalués. Il apparait
qu’une courbure membranaire induite par des lysodérivés permet de capturer le canal dans une
conformation totalement ouverte. Le mésappariement hydrophobe ne permet pas a lui seul d’ou-
vrir le canal mais une diminution de I’épaisseur membranaire diminue la barriere énergétique
d’activation, stabilisant un intermédiaire structuralement distinct. Ils ont alors postulé que le
mécanisme de mécanotransduction des canaux MS était défini par une asymétrie de la membrane

a l'interface protéine-lipides.

Hydrohobic Mismatch

e = N g R
e e
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Fig. 2.4: Deux mécanismes possibles d’activation des canaux MS par déformation de la membrane
(Extrait de Martinac (2005)).

19



Chapitre 2. Les Canaux mécanosensibles

20



Chapitre 3

Les canaux meécanosensibles bactériens

Les canaux MS de la bactérie Escherichia coli sont, a ’exception des porines, les premiers
canaux ioniques bactériens étudiés. Ils jouent un réle important dans ’'osmorégulation et sont les
seuls canaux MS dont la fonction a été clairement démontrée. Les canaux MS de E. coli sont les
plus étudiés. Cet organisme fait aussi 'objet d’études génétiques et physiologiques approfondies.
Son systeme mécanosenseur est donc le représentant de la classe des MS bactériens et constitue

un modele d’étude de la mécanosensibilité.

3.1 Mise en évidence et localisation

3.1.1 Mise en évidence

La taille des bactéries rend impossible I’étude en patch-clamp in vivo puisque la micropi-
pette mesure 1um de diametre et que E. coli fait 2um de long sur 1pm de diametre (fig. 3.1.a).
De plus, les bactéries gram négatif, auxquelles appartient E.coli, sont constituées de deux mem-

branes et leur enveloppe est trés complexe (fig. 3.1.b), ce qui rend la tache d’autant plus difficile.

a) b) Chaine latérale O-spécifique

Membrane
externe

= | Périplasme &
““ peptidoglycane
o

TSR
% ) %(1; Membrane
5 plasmique

Fig. 3.1: Caractéristiques de E. coli. a) La bactérie vue au microscope électronique. b) Enveloppe des
bactéries gram négatif.

Martinac et al. (1987) ont utilisé une approche intéressante pour contourner ce probleme.

Grace a un traitement alliant antibiotiques pour rendre les bactéries filamenteuses, détergents

Les bactéries gram+ sont dépourvues d’enveloppe externe et ne sont donc entourées que d’une seule membrane
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Chapitre 3. Les canaux mécanosensibles bactériens

qui déstabilisent la membrane externe et lysozyme qui digere le peptidoglycane, ils ont réussi a
construire des sphéroblastes géants (de 5 & 10 um de diametre) viables. L’étude en patch clamp
de ces cellules a permis de mettre en évidence un premier canal MS faiblement anionique dont

I’activité est augmentée par une dépression dans la pipette.

3.1.2 Localisation

Les auteurs ayant mis les canaux MS bactériens en évidence avaient supposé, sur la base
de leurs propriétés électrophysiologiques proches de celles des porines, qu’ils se situaient dans
la membrane externe (Martinac et al. , 1987). Ils ont par la suite confirmé cette hypotheése sur
des sphéroblastes dont ni la membrane externe ni le peptidoglycane n’étaient altérés. Il semblait

alors impossible que la membrane interne soit accessible (Buechner et al. , 1990).

Cependant, des canaux MS semblables ont été mis en évidence dans les protoplastes® de Strep-
tomyces faecalis, une bactérie gram+, c’est a dire sans membrane externe, ce qui suggererait que
les canaux MS se situent en fait dans la membrane interne.

Berrier et al. (1989) ont isolé les membranes externe et interne puis purifié chaque fraction
membranaire. Chaque fraction a été fusionnée avec des liposomes et testée en patch-clamp. Des
canaux MS de conductance variable ont été détectés essentiellement dans les fractions issues de
la membrane interne. Ils ont par la suite confirmé leurs observations en mettant en évidence
les activités MS dans des protoplastes obtenus par destruction de la membrane externe de
sphéroblastes (Berrier et al. , 1996; Cui et al. , 1995). Finalement, le clonage du géne mscl (Su-
kharev et al. , 1994), la génération d’anti-corps et le marquage radio-actif du canal MscL: (Hase
et al. , 1997), ont permis de confirmer que les canaux MS se situaient bien dans la membrane

interne des bactéries gram-.

3.2 Role des canaux mécanosensibles bactériens

Les bactéries subissent régulierement des mouvements et des variations de milieu. Les chan-
gements brusques d’environnement extérieur mettent en danger leur survie. Ne pouvant fuir par
chimiotactisme lors de ces variations brusques, elles n’ont d’autres solutions que de s’adapter.
Les bactéries disposent pour cela d’'un mécanisme interne d’osmorégulation (Csonka & Hanson,
1991) dans lequel sont impliqués les canaux MS.

En effet, lors d’un choc hypo-osmotique, c’est a dire lorsque la concentration du milieu externe
est inférieure a celle de la cellule, I’eau entre dans la cellule, la pression et le volume augmentent
dans la cellule entrainant une forte tension membranaire. Si des mesures ne sont pas prises, de
telles forces peuvent conduire a la rupture de la membrane. Pour prévenir ce phénomene, les
canaux MS agissent comme de véritables soupapes de sécurité permettant a ’eau et aux solutés

de sortir du milieu interne et donc de restaurer ’équilibre.

2les protoplastes et sphéroplastes sont des bactéries devenues ronde par digestion de la paroi. Les protoplastes
ne possedent qu’'une membrane, les sphéroplastes plusieurs.
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3.3 Trois types de canaux mécanosensibles bactériens

Différents types de canaux MS ont été observés dans la membrane de E.coli (Berrier et al.
, 1989, 1996; Oakley et al. , 1999). Selon leur conductance, trois types de canaux ont pu étre
identifiés (Sukharev et al. , 1994; Levina et al. , 1999). Les propriétés sont récapitulées dans le
tableau 3.1 et seront développées dans la suite du paragraphe :

— les MscM (Mechanosensitive channel with Mini conductance),

— les MscS (Mechanosensitive channel with Small conductance),

— les MscLi (Mechanosensitive channel with Large conductance).

famille MscM MscS MscL
cinétique lente intermédiaire rapide
conductance | 0,1-0,4 nS 1 nS 3,5 nS
sélectivité faiblement anionique | faiblement cationique | non sélectif
genes inconnu yg9B, kefA mscl

Tab. 3.1: Les trois familles de canaux MS bactériens.

3.3.1 Propriétés physiologiques

Fonctionnellement, ces trois types de canaux (MscM, MscS et MscL) semblent faire partie
d’une réponse graduée a des chocs osmotiques de différentes amplitudes. Ils agissent de maniere
complémentaire. En effet, une relation existe entre niveau de conductance et seuil de sensibilité
mécanique (Berrier et al. , 1996) les MscM s’ouvrent en premier & faible tension, suivi par les
MscS puis les MscL (fig. 3.2).

Le MscL est caractérisé par une conductance tres élevée et un seuil d’activation proche de
la limite lytique des membranes biologiques.
Le MscS est le produit de deux genes distincts : i) yggB qui correspond au MscS a proprement
parler et qui semble, au contraire du MscL, aussi voltage-dépendant (Martinac et al. , 1987;
Sukharev et al. , 1997); ii) kefA dont le canal est connu sous le nom de MscK a cause des ions
potassium qui régulent son activité. Ces deux canaux (MscS et MscK) ont la méme conductance
et le méme seuil d’activation. Les canaux MscS sont responsables de la majorité de 'activité
MscS, l'ouverture des canaux MscK étant tres rare (elle ne nécessite pas seulement une tension
membranaire mais aussi une concentration en ions potassium élevée) (Li et al. , 2002).
L’activité du MscM est caractérisée par une faible conductance mais son identité moléculaire

n’a pas été déterminée.

Les canaux MscS et MscL jouent un role physiologique évident dans 1’osmorégulation chez les
procaryotes. En effet, des cellules dépourvues de ces deux canaux meurent lors d’un choc hypo-
osmotique alors qu’elles deviennent résistantes lorsqu’on rétablit ’expression du MscL (Levina
et al. , 1999; Nakamaru et al. , 1999).
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Fig. 3.2: Diversité structurelle et fonctionnelle des canaux MS bactériens. Chaque section illustre la
topologie (& gauche), activité d’un canal unique (au milieu) et le niveau d’activation (& droite) (Extrait
de Perozo & Rees (2003)).

3.3.2 Propriétés structurales

Les structures cristallographiques des canaux MscL de Mycobacterium tuberculosis dans I’état
fermé et MscS de FEscherichia coli dans I’état ouvert ont initialement été déterminées en 1998
et en 2002 (Chang et al. , 1998; Bass et al. , 2002) mais des améliorations ont été récemment
apportées aux deux structures (Steinbacher et al. , 2007). Seules les nouvelles structures, résolues

4 3,5 et 3,7 A respectivement, seront donc décrites ici.

Les MscL et MscS sont présents respectivement sous forme de penta- et d’heptameres, le pore
entourant ’axe de symétrie rotationnelle au centre de chacun des canaux (fig. 3.3). Bien qu’ils
partagent une organisation divisée en domaines transmembranaires et cytoplasmiques, leurs re-
pliements polypeptidiques sont bien distincts, indiquant qu’ils ne partagent pas d’ancétre évolutif

comimun.

Chaque sous-unité du MscL présente une topologie simple composée de deux hélices trans-
membranaires (TM1 et TM2) et d’'un domaine cytoplasmique (fig. 3.3). Dans l'ordre séquentiel,
les douze premiers résidus (Nterminaux) adoptent un repliement en hélice a qui se positionne
tres probablement sur la surface cytoplasmique de la membrane. Il est a noter que le positionne-
ment de cette région, non résolue dans la premiere structure cristallographique, va a I’encontre
des hypotheses de role et de placement formulées auparavant (Sukharev et al. , 2001a). L’hélice

TM1 borde le pore. Elle est reliée a la TM2 par une boucle périplasmique proche de deux brins

24



3.3. Trois types de canaux mécanosensibles bactériens

Fig. 3.3: Structure des canaux MscL (gauche) et MscS (droite). En haut, vue du dessus (coté
périplasmique). En bas, vue de c6té. La représentation est de type cartoon. Le placement de la membrane
est indiqué sur les vues de coté. La coloration est faite par région sur un monomere. MscL : en vert, hélice
Nterminale, en rouge la TM1, en bleu la TM2 et en jaune I’hélice Cterminale. MscS : en rouge la TM1,
en bleu la TM2, en jaune la TM3, en vert le domaine §-milieu et en orange le domaine Cterminal.
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(3 antiparalleles. L'hélice TM2, au contact des lipides, retraverse la membrane vers le cytoplasme

ou les hélices Cterminales s’arrangent en faisceau.

Bien que l'arrangement du domaine transmembranaire du MscS soit aussi relativement
simple, le repliement du domaine Cterminal est beaucoup plus complexe que celui du MscL
(fig. 3.3).

Chaque sous-unité est composée de trois hélices transmembranaires. Contrairement au MscL,
I’extrémité Nterminale est périplasmique. Les hélices TM1 sont en contact avec les lipides, les
TM3 forment le pore. L’hélice TM3 est connectée au domaine cytoplasmique qui renferme en son
centre une cavité de plus de 40 A de diametre, connectée au cytoplasme par plusieurs ouvertures.
Cette cavité est formée de deux domaines de chaque sous-unité, appelées G-milieu et Cterminal.
Le domaine S-milieu est organisé en feuillet 3 connecté a celui des sous-unités adjacentes pour
former une structure en feuillet 8 étendue tout autour de la protéine. Cette organisation est
similaire a celle de la protéine Sm impliquée dans le traitement des ARNm (Mura et al. , 2003).
Le domaine Cterminal est constitué de brin § et d’hélices o organisés de la méme maniere que
les ferredoxines selon la classification SCOP (Murzin et al. , 1995). L’assemblage heptamérique
complet est connecté en Cterminal par un (-barrel a sept brins contenant un brin de chaque

sous-unité.
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Chapitre 4

Le canal Mscl : de la séquence a la

fonction

Le canal mécanosensible bactérien de grande conductance (MscL) joue un réle prépondérant
dans la régulation osmotique et agit comme une véritable soupape de sécurité préservant la
cellule de la lyse lors de chocs hypo-osmotiques. C’est le premier canal mécanosensible cloné
(Sukharev et al. , 1994) et le premier dont la structure a été résolue (Chang et al. , 1998). Sa
séquence polypeptidique ne présentait aucune homologie avec une protéine dont la structure était
connue (Sukharev et al. , 1994). L’intérét qu’il a suscité a permis de collecter de nombreuses
données expérimentales sur sa localisation, son mode d’action et sa cinétique. Sa localisation
dans la membrane et les données accumulées semblent en faire un modele d’étude idéal de la
mécanotransduction a travers les bicouches lipidiques. Comprendre les forces et mécanismes
moléculaires gouvernant les interactions entre bicouche lipidique et canal pourrait aider a com-

prendre et a construire un modele général pour les protéines activées par stimulus mécanique.

4.1 Identification et représentation

Le MscL a d’abord été observé chez E. coli par Berrier et al. (1989). Ils ont isolé les
membranes interne et externe, les ont fusionnées avec des liposomes et les ont étudiées par
patch-clamp. Des canaux MS d’exceptionnellement grande conductance ont été détectés, es-
sentiellement dans les structures dérivant de la membrane interne. Cette localisation dans la
membrane interne a ensuite été confirmée par I'utilisation d’anti-corps anti-MscL (Blount et al.
, 1996b).

Sukharev et al. (1993) ont montré que 'activation de la réponse & un stimulus mécanique
du MscL ne nécessitait pas d’intermédiaire. Le MscL, apres extraction de sa membrane par ’ac-
tion de détergents et reconstitution dans des liposomes, conserve son activité. Le MscL est donc
fonctionnel dans un systéme simple composé uniquement du canal lui-méme, de lipides et d’eau.
Aucune autre molécule n’est nécessaire. De plus, il est résistant aux détergents, ce qui a permis
sa purification et son clonage (Sukharev et al. , 1994). Une seule espece moléculaire a été iden-
tifiée. Il s’agit donc d’un homo-multimere. Le séquencage de cette molécule et la génération de

primers a permis l'identification du gene mscl dans la banque génomique de E. coli. 11 a alors été
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Chapitre 4. Le canal MscL : de la séquence a la fonction

montré que le géne mscl est nécessaire et suffisant pour 'activité MscL (Sukharev et al. , 1994).
Losque le mscl chromosomique est inactivé, 'activité MscL est perdue. La réintroduction de ce

gene par plasmide permet de restaurer une activité MscL comparable a celle de la souche sauvage.

Seules des données phylogénétiques limitées ont été publiées sur la famille du canal MscL (Saier
et al. , 1999). Actuellement, plusieurs homologues du MscL existent & travers divers microorga-
nismes. Les membres séquencés de la famille du MscL proviennent de bactéries, d’archaébactéries
et d’'un champignon. Une liste non exhaustive des organismes est présentée dans le tableau 4.1

et leur phylogénie dans la figure 4.1.

Abbrev. Organisme Taille || Abbrev. Organisme Taille
Gram négative Gram positive
Aac Acetobacter aceti 153 Bsu Bacillus subtilis 130
Bha Bartonella henselae 137 Blo Bifidobacterium longum 168
Bba Ddellovibrio bacteriovorus 144 Chi Clostrydium histolyticum 133
Bpe Bordetella pertussis 152 Cgl Corynobacterium glutamicum 135
Bja Bradyrhizobium japonicum 157 Dra Deinococcus radiodurans 128
Bme Brucella militensis 138 9to Frankia sp. 222
Bma Burkholderia mallei 143 Gka Geobacillus kaustophilus 131
Cer Caulobacter crescentus 139 Lxx Leifsonia xyli 145
Eca Erwinia carotovora 137 Lmo Listeria monocytogenes 128
Eli Escherichia coli 136 Mle Mycobacterium leprae 154
Fnn Fusobacterium nucleatum 142 Mtu Mycobacterium tuberculosis 151
Gsl Geobacter sulfurreducens 143 Mga Mycoplasma gallisepticum 223
Gox Gluconobacter orydans 181 Mmo Mycoplasma mobile 151
Hin Haemophilus influenzae 128 Nfa Nocardia farcinica 135
Msm Mannheimia succiniciproducens 138 Oih Oceanobacillus iheyensis 130
Nha Nitrobacter hamburgensis 139 Pac Propionibacterium acnes 122
Pmu Pasteurella mutocida 133 Sau Staphylococcus aureus 120
91t Pelobacter propionicus 145 Sco Streptomyces coelicolor 156
Pae Pseudomonas aeruginosa 137 Tt8 Thermus thermophilus 124
Par Psychrobacter arcticum 145
Rso Ralstonia solanacearum 141 Chlorobi
Rol Rhizobium loti 157 Cte Chlorobium tepidum 151
Ro2 Rhizobium loti 144
Ro3 Rhizobium loti 140 Bacteroidetes
Ro4 Rhizobium loti 87 Bfn Bacteroides fragilis 146
Rme Rhizobium meliloti 142 Pgi Porphyromonas gingivalis 139
Sty Salmonella typhimurium 137
Sjb Synechococcus sp. 132 Archaebactéries
Sy3 Synechocystis sp. 145 Mac Methanosarcina acetivorans 101
Vch Vibro cholerae 136 Mhj Methanospirillum hungatei 108
Xac Xanthomonas axonopodis 143
Xfa Xylella fastidiosa 134 Fungi
Yps Yersina pseudotuberculosis 137 Ner Neurospora crassa 373

Tab. 4.1: Liste représentative de protéines MscL séquencées.

Comme attendu, les protéines des archaebactéries et des champignons sont les membres les
plus divergents de la famille, aussi bien en taille qu’en séquence. Toutefois, le MscL fongique
possede 33 % d’identité et 56 % de similarité avec celui de la bactérie Clostridium perfringens et
celui de 'archeabactérie Methanospirillum hungatei a 40 % d’identité et 60 % de similarité avec
celui de Lactococcus lactis (matrice de substitution BLOSSUM 62 (Henikoff & Henikoff, 1993)).
Le MscL est présent en copie unique dans de nombreuses bactéries. Rhizobium loti est la seule

bactérie & posséder plusieurs paralogues du canal (Pivetti et al. , 2003).
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Fig. 4.1: Arbre phylogénétique des homologues du MscL. Les abréviations sont indiquées dans le tableau
4.1. ClustalX (Thompson et al. , 1997) a été utilisé pour générer 1'alignement multiple sur lequel est basé
larbre.

L’activité de 8 homologues du MscL (4 gram-, 3 gram+ et 1 cyanobactérie) a été testée (Moe
et al. , 1998). Cette étude a montré que les homologues du MscL étaient tous mécanosensibles
et que leurs conductance, sensibilité et cinétique étaient similaires. La fonction de ces canaux

doit donc étre conservée d’'un organisme a ’autre.

4.2 Propriétés de conductance

Le canal MscL a une conductance extrémement élevée (3,6nS dans 200mM de KCI et
40mM de M gCls) et est non-sélectif.
L’analyse cinétique et thermodynamique du canal MscL dans des liposomes a donné des informa-
tions importantes sur les transitions d’ouverture du canal. Sukharev et al. (1999) ont identifié
trois conductances intermédiaires, impliquant trois sous-états putatifs, dépendants des forces
appliquées, entre ’état fermé et 1’état completement ouvert. Plus récemment, les auteurs ont
suggéré qu'il y aurait en fait 4 états intermédiaires et un état alternatif de I’état ouvert (Chiang
et al. , 2004). Les états de sous-conductance sont de 22%, 45%, 70% et 93% relativement & la
conductance du canal totalement ouvert (fig.4.2). Il s’agit d’intermédiaires le long du chemin
d’ouverture du canal. La forme alternative a 1’état ouvert présente une cinétique différente et
ne serait pas un intermédiaire le long du chemin d’ouverture mais un état final en lui-méme. Sa

conductance est de 78% relativement a ’état complétement ouvert.
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Fig. 4.2: Conductance représentative d’un canal MscL unique. A) Fragment de 150 ms d’un enregistre-
ment de 5 min in situ. La ligne du bas correspond au canal fermé, celle du haut au canal ouvert, les pics
internes aux intermédiaires de conductance. B) Histogramme d’amplitude sur les 5 min d’enregistrement.

Les pics numérotés montrent les états de sous-conductance relative au canal totalement ouvert. (Extrait
de Chiang et al. (2004))

4.3 La structure du MscL

4.3.1 Vers sa structure

Depuis 1996, on sait que le canal MscL posseéde deux hélices transmembranaires (TM1 et
TM2) reliées par une boucle périplasmique et des extrémités C- et Nterminales cytoplasmiques
(fig. 4.3) (Blount et al. , 1996a) mais la question du nombre de sous-unités reste ouverte. Cer-
taines expériences de cross-linking, de fusion de deux sous-unités (Blount et al. , 1996a), de
cristallisation 2D (Saint et al. , 1998) suggerent une structure hexamérique. Cette hypothese est
supportée par I'estimation de la taille du pore en fonction de la conductance du canal (Cruick-
shank et al. , 1997). D’autres expériences vont & l'encontre de cette hypotheése sans pour autant
indiquer le nombre de sous-unités formant le complexe (Hase et al. , 1997). Enfin, 'extraction
et migration du canal natif suggeérent une organisation pentamérique (Sukharev, 1999).

La résolution de la structure cristallographique du canal de M. tubercolosis a permis de
répondre a cette question et de déterminer que cinq monomeres constituaient le canal (Chang
et al. , 1998).

4.3.2 Les structures cristallographiques

La premiere structure d’un canal mécanosensible

La structure du canal MscL de M. tuberculosis (Chang et al. , 1998) representée sur la figure
4.4 est la premiere structure cristallographique obtenue d’un canal mécanosensible. Elle a été

résolue & 3,5 A dans 1’état fermé. Le canal MscL de M. tuberculosis est un homopentamere. Sa
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4.3. La structure du MscL

Fig. 4.3: Topologie du canal MscL.

hauteur globale est de 85 A et son diametre de 50 A. Chaque monomere est constitué de 151
acides aminés et la structure a été déterminée pour les résidus 10 a 118. Les cing sous-unités sont
arrangées autour d’un pore central. Le domaine Nterminal n’a pas été résolu. Le domaine Cter-
minal est replié en hélice o dont 1’assemblage entre les monomeres forme un faisceau d’hélices
de 18 A de diametre dans le prolongement de I’axe du pore. La région transmembranaire a
une hauteur de 50 A et est définie pour chaque monomeére par deux hélices transmembranaires
reliées par une large boucle périplasmique : I’hélice TM1 forme la couronne interne et définit le
pore et ’hélice TM2 forme la couronne externe au contact des lipides. L’hélice TM1 est inclinée
de 37° par rapport & ’axe du pore, ’hélice TM2 de 28 °. Il n’y a pas de contact entre TM2
adjacentes mais les hélices TM1 d’une sous-unité sont intercalées entre les hélices TM1 et TM2
de la sous-unité voisine. Le diameétre interne du pore varie de 18 A du c6té périplasmique & 2 A

dans la région de constriction autour de Val21l du c6té cytoplasmique.

Du fait des conditions expérimentales durant la fabrication des cristaux (pH acide, utilisation
de détergent, structure hors membrane, etc) et de 'absence de détermination de la structure de
certains résidus, notamment le domaine Nterminal, plusieurs points concernant cette structure
ont été discutés.

La structure cristallographique révele un domaine Cterminal formant un faisceau pentamérique.
En raison du pH acide, les hélices y ont une orientation non usuelle dans laquelle les résidus hy-
drophobes sont a I'extérieur tandis que les résidus chargés sont a 'intérieur du faisceau. Anishkin
et al. (2003) ont proposé un modele de la région Cterminale de E. coli basée sur la protéine
pentamérique COMP (fig. 4.5). Cette conformation satisfait mieux les criteres d’hydrophobicité,
avec les résidus aliphatiques a l'intérieur du faisceau. La stabilité de cette conformation est plus
importante, ce qui est confirmé par des simulations de dynamique moléculaire du canal entier

(Bilston & Mylvaganam, 2002) ou de la région Cterminale seule (Elmore & Dougherty, 2001).

La structure du domaine Nterminal n’a pas été résolue dans la structure cristallographique.
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Fig. 4.4: Premiere structure du MscL. de M. tuberculosis. La représentation est de type cartoon. Sur un
monomere, 'hélice TM1 est colorée en rouge, la TM2 en bleu et I’hélice Cterminale en jaune. La surface
est superposée en transparence.

Cette région est tres conservée mais tres peu sensible aux mutations, délétions ou insertions.
D’apres Sukharev et al. (2001a), elle se replierait en hélice a et formerait un faisceau dans
le prolongement du pore et agirait comme une seconde barriere pour 'ouverture du pore (la
premiere barriere étant la zone de constriction hydrophobe autour de V21). Ce postulat est basé
sur le fait que cette zone est prédite en hélice amphipathique par les méthodes de prédiction
bioinformatique et qu’une deuxiéme barriére, non présente dans la structure cristallographique,
est nécessaire pour expliquer la cinétique d’ouverture. Elle est appuyée par des expériences de
mutagénese sur le MscL de E. coli (Anishkin et al. , 2005).

Un autre point de discussion porte sur la longueur des hélices transmembranaires, beaucoup
plus longues dans le modele du MscL de E. coli proposé par Sukharev et al. (2001b) et basé

sur des criteres comme la prédiction de structures secondaires, la formation de pont salin entre

Fig. 4.5: Représentation schématique du faisceau Cterminal. a) Dans la structure cristallographique, b)
Dans le modele construit d’apres COMP.
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4.3. La structure du MscL

résidus chargés ou la formation de liaisons hydrogénes pour former des structures secondaires

pour les segments en contact avec les chalnes des lipides ou 'interaction entre résidus conservés.

Une nouvelle structure plus détaillée

Il y a quelques mois, une nouvelle structure a été obtenue, a partir des mémes données cristal-
lographiques (Steinbacher et al. , 2007). La carte de densité a été clarifiée par 1'utilisation d’une
symétrie non-cristallographique d’ordre 5 et I’élimination du bruit créé par le solvant. La descrip-
tion de cette structure est donnée dans la section 3.3.2. Bien qu’étant tres proche de la premiere
structure, elle présente des différences notables (fig. 4.6). La structure du domaine Nterminal a
été résolue. Il s’agit, comme avait prédit Sukharev et al. (2001a) d’une hélice amphipathique
mais positionnée a 'interface entre membrane et cytoplasme. Toutefois, ce placement pourrait,
comme l'orientation du faisceau Cterminal, étre lié aux conditions cristallographiques (au pH
acide par exemple). Les hélices transmembranaires sont plus longues mais leur orientation reste
semblable. Enfin, la boucle périplasmique contient deux brins § anti-paralleles et 6 résidus du

faisceau Cterminal ont été replacés.

Fig. 4.6: Comparaison d’'un monomere des deux structures cristallographiques du MscL de M. tuber-
culosis. Sur la figure de gauche, la premiere structure obtenue, sur celle de droite la nouvelle. L’hélice
Nterminale est représentée en vert, ’hélice TM1 en rouge, I’hélice TM2 en bleu et 'hélice Cterminale en
jaune. La surface de la protéine est ajoutée en transparence.

4.3.3 Les modéles

Bien que la structure du MscL ait été obtenue pour M. tuberculosis, la plupart des expériences
ont été menées sur le canal de F. coli. Pour mieux corréler les données expérimentales et structu-
relles, deux modeles ont été proposés pour la structure du MscL de F. coli : le premier, proposé
par Sukharev et al. (2001a), est basé sur des critéres de prédiction de structure secondaire et
de contraintes de liaisons entre résidus chargés et/ ou conservés; le second, proposé au sein
du laboratoire par Valadié et al. (2003), a été construit par modélisation par homologie (1’ali-
gnement utilisé est présenté en figure 4.7). La figure 4.8 présente ces modeles, les structures

cristallographiques étant données pour une meilleure comparaison.
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Fig. 4.7: Alignement de séquences des MscL de M. tuberculosis et E. coli utilisé par Valadié et al. (2003)
pour construire le modele.

Fig. 4.8: Les quatres structures du MscL. De gauche & droite : modele de Sukharev et al. (2001a),
modele de Valadié et al. (2003), premiere et seconde structures cristallographiques. La représentation
est de type cartoon de VMD (Dalke & Schulten, 1997). Pour un monomere, le domaine Nterminal est en
vert, 'hélice TM1 en rouge, la TM2 en bleu, la boucle périplasmique en cyan et le domaine Cterminal en
jaune.

Le modele de Sukharev et al. (2001b,a) se rapproche de la seconde structure cristallogra-
phique tandis que le modele de Valadié et al. (2003) est proche de la premiere structure cristal-
lographique. Les principales caractéristiques des différents modeles et structures sont données
dans le tableau 4.2.

Modeles E. coli Structures M. tuberculosis
Sukharev Valadié lere 2eme
Boucle au dessus plonge plonge au dessus
Nter | hélices en faisceau - - hélices séparées
Cter faisceau OK faisceau hélicoidale | faisceau inverse | faisceau inverse
Q 143° 134° 141° 134°
TM1 TM2 TM1 TM2 TM1 TM2 TM1 TM2
Longueur | 36 31 20 21 19 22 34 32
T| 32° 28 ° 37° 34° 37° 28 ° 37° 24°

Tab. 4.2: Caractéristiques principales des modeles et structures. {2 correspond a 'angle que font les
hélices TM1 et TM2 d’un méme monomere entre elles, 7 & angle d’inclinaison (ou tilt) des hélices. La
longueur des hélices est exprimée en nombre de résidus.

La principale différence entre ces modeéles réside dans la longueur des hélices transmembra-
naires. Toutefois, le placement de ces hélices dans la membrane reste le méme, suggérant des

interactions semblables avec les lipides.
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4.4. Mécanisme d’ouverture

4.3.4 Etat completement fermé?

Les deux structures cristallographiques du canal présentent une région de constriction de
plus de 2 A de diametre. La structure est postulée pour étre dans un état fermé ou presque
fermé.

Deux études de mutagénese proposent que dans ’état completement fermé, G26 et non V23 chez
E. coli formerait le point de constriction du canal (Levin & Blount, 2004; Iscla et al. , 2004).
Cette glycine est tres conservée au sein des especes et pourrait aussi donc correspondre au point
de constriction chez M. tuberculosis. Dans ce cas, le point de constriction serait plus éloigné du
cytoplasme et le vestibule serait plus petit.

Une observation supportant cette hypothese réside dans le fait qu’il faudrait tourner les hélices
dans le sens inverse des aiguilles d’une montre pour obtenir cette structure completement fermée
a partir des structures cristallographiques, ce qui correspondrait a une rotation inverse par

rapport a celle supposée pour l'ouverture du canal (voir plus bas, section 4.4.4).

4.4 Meécanisme d'ouverture

La question principale soulignée par la construction de modeles de mécanismes d’ouverture
du MscL est : ”Comment la protéine se réarrange-t-elle pour obtenir une telle conductance

lorsque la tension membranaire induit I’ouverture 7”.

Dans la publication de la structure cristallographique du canal, les auteurs donnaient un modele
grossier dans lequel les hélices TM1 se séparaient (Chang et al. , 1998). Pour former un pore de
plus de 30 A de diametre, les dix hélices transmembranaires devaient border la lumiére du pore.
Ce modele a été soutenu par d’autres travaux (Batiza et al. , 1999; Yoshimura et al. , 1999).
Cependant, de plus récentes données suggerent que ce modele est incorrect. Parmi ces données,
Park et al. (2004) ont séparé le canal en deux moitiés TM1 et TM2 exprimées séparément. Les
TM1 forment des canaux s’ouvrant spontanément, les TM2 sont completement silencieuses en
patch-clamp. Seules les TM1 forment donc le pore et les TM2 sentent la tension membranaire
mais n’interviennent pas dans la formation du pore. Les deux moitiés associées forment un ca-
nal fonctionnel mais plus sensible a la tension, ce qui indique un role important de la boucle

périplasmique dans la sensibilité a la tension.

4.4.1 Modéle de Sukharev

Le modele d’ouverture de Sukharev et al. (2001b,a)! proprose un mécanisme dans lequel
seules les hélices TM1 forment le pore. Le mouvement d’ouverture s’accompagne d’une augmen-
tation de I’angle de tilt des hélices, reproduisant le mode d’ouverture d’un diaphragme d’appareil
photo, suivi d’un élargissement du rayon du canal. La région Nterminale, non résolue dans la
structure cristallographique se replie dans ce modele en hélice sous ’axe du pore et agit comme

une seconde barriere. Le faisceau d’hélices Cterminales se dissocie dans les premieres étapes

11 est important de bien distinguer le modele structural de Sukharev décrit dans la section 4.3.3 du modele
d’ouverture décrit ici, qui pourrait s’appliquer aux différentes structures résolues ou modélisées du canal.
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de louverture pour venir se placer a l'interface de la membrane sous les helices transmembra-
naires. Récemment, des modifications ont été apportées au modele quant a la dynamique de
cette région Cterminale, qui, dans le nouveau modele, formerait aussi un faisceau d’hélices dans
la structure ouverte et agirait comme un filtre pour les grosses molécules (Anishkin et al. , 2003).
Ce modele tient compte de la réorientation des hélices du faisceau d’hélices (fig. 4.5), formant

des interactions beaucoup plus stables. Il est décrit dans la figure 4.9.

expanded open

Fig. 4.9: Modele d’ouverture du canal MscL proposé par Sukharev et al. (2001b,a); Anishkin et al.
(2003) : a gauche, le modele du MscL de E.coli fermé, au milieu étendu et & droite ouvert. Les images
du haut montrent le canal vu de profil, celles du bas, le canal vu du c6té périplasmique.

4.4.2 Inclinaison des hélices

Plusieurs études ont confirmé I'idée que l'inclinaison des hélices TM1 augmentait pour mener
a la formation du pore. Perozo et al. (2002a) ont utilisé des lysophospholipides pour ouvrir le
canal in vitro et les aspects structuraux du canal ont été déterminés par SDSL (Site Directed
Spin-Labeling et EPR (Electron Paramagnetic Resonance). Les caractéristiques des hélices trans-
membranaires et la structure déduite (fig. 4.10) sont en accord avec l'inclinaison et des hélices
et I’élargissement du diametre du canal. Chiang et al. (2005) ont muté des résidus stratégiques
pour diminuer la possibilité des hélices de s’incliner. La cinétique d’ouverture est alors largement
ralentie, appuyant ’hypotheése d’une inclinaison des hélices lors de I'ouverture du canal.

De nombreuses simulations de dynamique moléculaire et des analyses de modes normaux,

sur les canaux de M. tuberculosis (Elmore & Dougherty, 2001; Gullingsrud et al. , 2001; Valadié

36



4.4. Mécanisme d’ouverture

™2

Cytoplasm

Fig. 4.10: Structure des hélices transmembranaires dans 1’état ouvert (Extrait de Perozo et al. (2002a).
a) Vue périplasmique, b) Vue de coté.

et al. , 2003; Colombo et al. , 2003) et de E. coli (Gullingsrud & Schulten, 2003; Valadié et al.

, 2003) confirment que 'ouverture du canal s’accompagne d’une inclinaison des hélices.

4.4.3 Courbure des hélices

L’analyse en modes normaux du MscL (Valadié et al. , 2003) souligne le fait que les hélices
transmembranaires, considérées comme des corps rigides dans le modele de Sukharev, peuvent
subir des déformations. Le mouvement d’ouverture en iris induirait une cassure autour de la
région de constriction. Cette observation est supportée par d’autres études in silico (Kong et al.
, 2002; Elmore & Dougherty, 2003). De plus, ce phénomene est caractéristique des protéines
membranaires (Sansom & Weinstein, 2000) et est toujours observé pour le MscL dans des régions
fortement conservées. Ceci suggere que la cassure des hélices pourrait jouer un role important

dans le mécanisme d’ouverture du MscL (Valadié et al. , 2003; Tieleman et al. , 2001).

4.4.4 Rotation des hélices TM1 autour de leur axe

Le modele de Sukharev et al. (2001b) prédit une rotation tres faible des hélices TM1 lors
de 'ouverture du pore.
Le modele issu des expériences de SDSL et de EPR par Perozo et al. (2002a) suggere une
rotation horaire de 110 ° lors de 'ouverture.
Bartlett et al. (2004), grace a des expériences de SCAM (Scanning Cysteine Accessibility Mu-

tagenesis) identifiant les résidus exposés au milieu aqueux dans les états fermé et ouvert, ont
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permis de déterminer les résidus accessibles a la lumiere du pore (fig. 4.11). La région de constric-
tion de la structure completement fermée du canal se situe au niveau de G26 (Levin & Blount,
2004) et 124 est exposé dans I’état ouvert. Ceci confirme une rotation horaire significative des
hélices TM1 . Cette rotation horaire des hélices TM1 et ’exposition du résidu 124 est soutenue

par des simulations de dynamiques moléculaire (Colombo et al. , 2003).

Fig. 4.11: Représentation des résidus bordant le pore du MscL de E. coli, a plat a gauche et modélisés
sur une hélice a droite. Les résidus indiqués en bleu sont accessible dans 1’état fermé. Ceux en rose sont
légerement accessibles dans ’état fermé et leur accessibilité augmente fortement durant 1’ouverture du
canal. Les residus en rouge ne sont accessibles que lorsque le canal est ouvert (Images extraites de Bartlett
et al. (2004))

4.4.5 Expansion du canal

Dans le modeéle proposé par Sukharev, I'inclinaison des hélices transmembranaires est suivie
d’un élargissement global du canal jusqu’a 74A. Cette hypothese d’élargissement est appuyée
par de nombreuses données expérimentales bien que les valeurs de diametre de la protéine dans
son état ouvert different légerement. D’apres les expériences de SDSL et EPR de Perozo et al.
(2002a), il serait supérieur a 70A, alors que par spectroscopie FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfert), Corry et al. (2005) suggere un diametre de 66A (fig. 4.12). Ces différents
résultats sont, toutefois, tous en accord avec un élargissement tres significatif (de plus de 30%)

du diametre du canal dans le plan de la membrane.

Fig. 4.12: Représentation schématique de 1’élargissement du canal pendant 'ouverture (Extrait de Corry
et al. (2005)).
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Ce phénomene de forte expansion dans le plan de la membrane semble caractéristique des
canaux mécanosensibles, sachant qu’il est retrouvé pour le canal mécanosensible de faible conduc-
tance MscS (Akitake et al. , 2005). Apparemment, les autres canaux n’obéiraient pas au méme

mécanisme d’ouverture (par exemple, NaChR (Unwin, 1995) ou Kv (Glauner et al. , 1999)).

4.4.6 Role de la région Nterminale

Le modele d’ouverture du MscL proposé par Sukharev et al. (2001b) suggere un état dit
“étendu”, correspondant & un canal ou la région transmembranaire est similaire a la structure
ouverte mais ou le faisceau d’hélices Nterminales bouche le pore, agissant comme une seconde
barriere. Ce modele est basé sur le fait que le rayon du canal augmente avant 'ouverture (Sukha-
rev et al. , 1999). Des expériences de mutagénese corroborent cette hypothese (Sukharev et al.
, 2001b).

Plusieurs expériences mettent en question cette hypothese. De grands changements de cinétique
observés lors de substitutions de résidus de ’hélice TM1 suggerent fortement que la séparation
des hélices TM1 et non du faisceau Nterminal est associée a 'ouverture complete du canal
(Blount & Moe, 1999; Yoshimura et al. , 1999; Moe et al. , 2000). De plus, aucune des mutations
effectuées dans cette région ne mene a un changement de fonction du canal (Maurer & Dou-
gherty, 2003). Finalement, la nouvelle cristallisation du canal (Steinbacher et al. , 2007) montre
des hélices TM1 a l'interface entre membrane et solvant se situant sous les hélices transmembra-
naires, allant a ’encontre de I’hypotheése d’une seconde barriere formée par un faisceau d’hélices
Nterminales.

D’un point de vue théorique, les avis divergent aussi quant au role de cette région. Partant du
modele du MscL de E. coli proposé par Sukharev et al. (2001b,a), Gullingsrud & Schulten
(2003) observent une ouverture complete du pore sans rupture du faisceau d’hélices Nterminal,

alors que Kong et al. (2002) observent une ouverture simultanée des deux régions.

4.4.7 Role de la région Cterminale

Le modele d’ouverture actualisé du MscL proposé par Anishkin et al. (2003) suggere des
liaisons suffisamment fortes dans le faisceau d’hélices Cterminales pour le garder assemblé dans
la structure ouverte du canal. Il agirait alors comme un filtre bloquant le passage de grosses
molécules.

Cette hypothese est la encore fortement controversée. Les mesures de conductance suggere un
pore de 'ordre de 30 & 40 A (Cruickshank et al. , 1997), ce qui n’est pas compatible avec un
tel modele. De plus, Ajouz et al. (1998); Berrier et al. (2000) ont suggéré que le canal laissait
passer de petites protéines telles que la thioredoxine, le DnaK ou le facteur d’élongation Tu,
ce qui a été confirmé par la suite (Ewis & Lu, 2005; van den Bogaart et al. , 2007). Si le fais-
ceau d’hélices est vraiment assemblé dans la structure ouverte, il parait impossible que de telles

molécules passent par le MscL.

Des expériences de mutagénese et de protéolyse ont mis en évidence que la délétion de cette
région au dela du résidu 110 (chez E. coli) n’altérait pas le mécanisme d’ouverture (Blount
et al. , 1996¢) mais diminuait le seuil de sensibilité du canal (Ajouz et al. , 2000). Kloda et al.
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(2006) ont mis en évidence un cluster de résidus chargés RKKxXE, conservé au sens des especes,
essentiel dans la fonction du canal (situé en amont du résidu 110 chez E. coli) et permettant la
sensation du pH environnant. Ils ont montré que la structure de la région Cterminale changeait
en fonction du pH, ce qui entrainait un changement de sensibilité du canal.

Ces différentes expériences précisent le role de la région Cterminale, mais sa dynamique lors de
I'ouverture reste encore inconnue. Il est cependant important de noter qu’elle ne joue pas un
role prépondérant et que sa délétion au dela du résidu sus-mentionné n’altere pas la fonction,

ni le mécanisme global d’ouverture du canal.

4.4.8 Role de la boucle périplasmique

La boucle périplasmique du MscL posséde beaucoup de résidus Glycine, qui lui conférent une
grande flexibilité. Celle-ci a été observée par dynamique moléculaire (Meyer et al. , 2006). Des
substitutions dans cette région influencent la sensibilité du canal (Ou et al. , 1998; Maurer et al.
, 2000; Tsai et al. , 2005). Un clivage de cette boucle ou la séparation des hélices TM1 et TM2
(Park et al. , 2004) donnent des canaux beaucoup plus faciles a ouvrir (Ajouz et al. , 2000). Ces
résultats suggerent que la boucle périplasmique agirait comme un ressort maintenant le canal
dans son état fermé et permettrait la transmission de la tension membranaire des hélices TM1
vers les hélices TM2.

4.4.9 Mouvements asymétriques

Le modele de Sukharev et al. (2001b) propose un mouvement simultané des cing sous-unités,
maintenant une symétrie radiale tout au long de I'ouverture du canal.
Certaines expériences tendent & remettre en question cette symétrie. Tout d’abord, les expériences
de dynamique moléculaire montrent des mouvements asymétriques lors de I’ouverture du canal
(Bilston & Mylvaganam, 2002; Kong et al. , 2002; Colombo et al. , 2003). L’analyse de modes
normaux de la protéine (Valadié et al. , 2003) suggere pour certains modes une symétrie 3-2 du
canal, c’est a dire des mouvements coordonnés touchant deux ou trois des cinq monomeres et
allant donc a I’encontre d’une symétrie radiale. De plus, des expériences de mutagénese V15C
chez M. tuberculosis (Moe et al. , 2000) et N15C chez E. coli (Iscla et al. , 2007) permettent de
capturer le canal respectivement dans un état ouvert et de transition. Du fait de la position de

ces résidus sur ’hélice, seuls des mouvements asymétriques leur permettraient d’interagir.

4.4.10 Différences de mécanisme d’ouverture selon les especes

Le mécanisme d’ouverture décrit correspond a celui du MscL. de E. coli. Bien que la plupart
des caractéristiques puissent s’appliquer de la méme maniere au canal de M. tuberculosis, cer-

taines différences existent entre les deux especes.

Les substitutions dans la zone de constriction sont moins dramatiques chez M. tuberculosis
que chez E. coli. Par exemple, la mutation de Ala 20 (analogue de G22) entraine un phénotype

normal (Ajouz et al. , 2000). La région de constriction est présente mais insuffisante pour ex-

40



4.4. Mécanisme d’ouverture

pliquer la barriére énergétique qui doit étre franchie pour ouvrir le canal. Une autre barriére
pourrait exister : la liaison hydrogene entre R45 et Q51 pour laquelle aucun équivalent n’a été
trouvé pour E. coli (Moe et al. , 2000; Maurer et al. , 2000).

Nous avons vu que les hélices agissaient comme des ressorts maintenant le canal fermé (sec-
tion 4.4.8). La boucle périplasmique pourrait donc permettre de gérer le niveau de sensibilité
du canal a la tension (Ajouz et al. , 2000). La sensibilité du canal & la tension est deux fois
plus grande pour E. coli que pour M. tuberculosis (qui est donc deux fois plus dur & ouvrir)
(Sukharev et al. , 1999; Moe et al. , 2000) et les plus grandes différences entre les deux ho-
mologues sont observées dans cette région. De plus, la mutation de résidus impliqués dans des
liaisons hydrogenes de la boucle de M. tuberculosis résulte dans des phénotypes GOF (Gain Of
Function, c’est a dire dont la sensibilité est plus grande) (Maurer et al. , 2000) mais aucune
interaction analogue n’a pu étre observée pour E. coli. Ceci suggere donc un mécanisme d’action

de la boucle différent entre les deux organismes.
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Chapitre 5

Questions et objectif

Les connaissances actuelles sur le canal mécanosensible bactérien de grande conductance
MscL permettent une description schématique de son mécanisme d’ouverture : i) augmentation
de l'inclinaison des hélices transmembranaires entrainant une diminution de la hauteur du canal
dans la membrane, ii) élargissement du diametre global du canal. Mais comme nous ’avons vu

précédemment, de nombreux points restent encore controversés ou inconnus.

Expérimentalement, 1’étude des protéines membranaires est tres complexe. Elles sont difficiles
d’acces et leur isolement est compliqué par le fait qu’elles s’aggregent lorsqu’elles sont sorties de
leur milieu. De plus, elles forment souvent de gros complexes, posant des problemes techniques
laborieux et coliteux.

Une alternative réside dans les méthodes in silico. La dynamique moléculaire est une approche
par laquelle les interactions a un niveau atomique et la mobilité des structures sont évaluées
dans différentes conditions. Etant purement théorique, cette approche nécessite un recoupement
avec des résultats expérimentaux mais elle permet de les valider, de les préciser ou d’apporter
de nouvelles voies de recherche en proposant de nouvelles hypotheéses. Toutefois, des limitations
existent aussi pour cette approche. En raison de la taille des systémes simulés et du temps
nécessaire pour calculer une trajectoire, seuls des phénomenes rapides (en général, de 'ordre de
la dizaine de nanosecondes) peuvent étre observés. La mise en oeuvre de moyens d’accélération

de la dynamique est alors nécessaire.

L’objectif de mon travail a consisté a étudier la dynamique du canal mécanosensible MscL
au sein de différentes bicouches lipidiques modeles et de comprendre les interactions permettant
de transmettre 'information de la bicouche au canal ainsi que son mécanisme d’ouverture a un

niveau atomique, autrement dit le pourquoi et le comment de tels changements conformationnels.

Au début de ce travail, beaucoup de données expérimentales, que ce soit d’électrophysiologie,
de mutagéneése ou de protéolyse avaient été effectuées sur le MscL de E. coli. Il était donc im-
portant d’effectuer les simulations sur une structure de ce canal, afin de pouvoir confronter les
résultats obtenus aux résultats expérimentaux. La seconde structure cristallographique du canal
de M. tuberculosis n’existait pas encore. Le modele structural de Sukharev, construit a partir de

contraintes liées au modele de mécanisme d’ouverture, était assez éloigné de la structure cristal-
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lographique disponible alors, malgré une identité de séquence significative. Le modele structural
construit par homologie au sein du laboratoire par Hélene Valadié semblait donc le meilleur

modele pour cette étude.

La premiere étape pour comprendre les interactions entre le canal et les lipides environnants
ainsi que le mécanisme d’ouverture du canal a été d’étudier les propriétés de dynamique du
MscL dans des membranes d’épaisseur variable. Ce travail était fortement basé sur le fait qu’une
diminution de I’épaisseur membranaire permet d’obtenir un intermédiaire structural le long du
chemin d’ouverture, diminuant la barriere énergétique d’activation. Nous avons effectivement
réussi a obtenir et caractériser cet intermédiaire.

Sachant que le canal MscL de M. tuberculosis est deux fois plus difficile & ouvrir que celui de
E. coli, la deuxieme étape était de savoir si un tel intermédiaire pouvait étre retrouvé pour le
MscL de M. tuberculosis et, le cas échéant, caractériser les différences et ressemblances dans
les interactions et mécanismes menant a cette structure. Nous n’avons obtenu aucune structure
correspondant a un intermédiaire lors de ces simulations et avons donc essayé de comprendre ce
qui expliquait cette différence.

La troisieme et derniere étape consistait a valider ’hypothese selon laquelle cette différence de
sensibilité était liée aux boucles périplasmiques. Nous avons donc créé des canaux hybrides en
échangeant leurs boucles et les avons étudiés.

Les méthodes employées et le détail de ces travaux sera présenté dans la suite de ce manuscrit.

Dans la prochaine partie, je détaillerai donc les différentes méthodes et outils utilisés lors de
cette étude.

Les résultats seront ensuite présentés en quatres chapitres : les deux premiers correspondant a
la premiere étape de ce travail, c’est a dire la dynamique du MscL de E. coli dans différentes
membranes, présenté sous deux angles différents : la dynamique des lipides et la dynamique du
canal. Les deux autres chapitres correspondent aux deux autres étapes de ce travail : la différence
avec le MscL M. tuberculosis et les canaux hybrides issus de ces deux organismes. Dans chaque
chapitre, les résultats seront analysés et discutés.

Les conclusions générales et les perspectives seront développées dans la derniere partie.
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Outils et Méthodologies

45






Chapitre 6

Modélisation par homologie

La modélisation par homologie permet de construire la structure tridimentionnelle (3D)
d’une protéine a partir de sa séquence. Elle est basée sur le fait que les structures 3D sont mieux
conservées que les séquences d’une espece a autre (Chothia & Lesk, 1986). Deux protéines ayant
un taux d’identité suffisamment fort partagent donc des structures tridimensionnelles similaires.
Si ’on dispose d’une protéine dont la structure est connue et dont la séquence est proche de
notre protéine d’intérét (ou protéine “cible”), il est possible d’en modéliser la structure a partir
de l'alignement entre les deux séquences.

Il existe plusieurs approches pour, partant d’un support, élaborer une structure. Néanmoins, la
plus efficace et la plus utilisée actuellement est celle proposée par Sali et al. (1995), qui se base
sur la satisfaction de contraintes issues du support choisi.

Le principe de la méthode utilisée est résumé dans la figure 6.1. La qualité de la structure dépend

de la qualité de la ou des structure(s) modele(s) ainsi que de la qualité de 'alignement fourni.

1. Align sequence with structures ~ Template structure(s)  SWQTYVDTNLYGTGAVIOR - <A
Target sequence -GWNAYIDNLMADGTCODAAIVG

2. Extract spatial restraints e e '.; 5

3. Satisfy spatial restraints \

Fig. 6.1: Schématisation de la procédure de modélisation par homologie (Extrait de Fiser & Sali (2003)).

Les régions structurellement conservées sont directement modélisées a partir des coordonnées
atomiques de la protéine connue. La difficulté réside dans les zones d’insertion/délétion et dans
les boucles, tres flexibles. Afin d’explorer au mieux ’espace conformationnel, plusieurs modeles

vont étre générés et classés selon une fonction objectif. Cette fonction permet de juger si le
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modele satisfait correctement les contraintes imposées au systeme. Il s’agit en fait d’une com-
binaison entre l’énergie interne de la protéine et I’énergie due aux contraintes imposées par
la conformation du support. Les parametres utilisés pour calculer cette énergie sont ceux de
CHARMM (Brooks et al. , 1983). Plus sa valeur est faible, plus le modele satisfait donc les

contraintes imposées.

Nous avons utilisé la modélisation par homologie afin de construire la structure d’'un monomere
de chacune des protéines hybrides constituées de la boucle périplasmique du MscL de E. coli
avec le reste du canal de M. tuberculosis et vice-versa. Les alignements utilisés sont donnés dans

la figure 6.2. Les structures sélectionnées seront détaillées dans le chapitre 14.

ToMscLH 10 ARGNIVDLAVAVVIGTAFTALVTKFTDDIIMPPLGLLIGGIDFKQFAVTLRDAQGDIPAV 69
EcoMscLH 13 -RGNVVDLAVGVIIGAAFGKIVSSLVASIITPLINRI--GVNAQSDVGILRIGIGGGQTI 69
TbMscL 10 ARGNIVDLAVAVVIGTAFTALVTKFTDSIITPLINRI--GVNAQSDVGILRIGIGGGQTI 67
EcoMscL 13 -RGNVVDLAVGVIIGAAFGKIVSSLVADIIMPPLGLLIGGIDFKQFAVTLRDAQGDIPAV 71
TbMscLH 70 VMHYGVLLSAAINFFLIAFAVYFLVVLPYNTLRKKGE-VEQPGDT-QVVLLTEIR 122
EcoMscLH 70 DL--NVFIQNVFDFLIVAFAIFMAIKLINKLNRKKEEPAAAPAPTKEEVLLTEIR 123
TbMscL 68 DL--NVLLSAAINFFLIAFAVYFLVVLPYNTLRKKGE-VEQPGDT-QVVLLTEIR 118
EcoMscL 72 VMHYGVFIQNVFDFLIVAFAIFMAIKLINKLNRKKEEPAAAPAPTKEEVLLTEIR 127

Fig. 6.2: Alignements utilisés pour construire les protéines hybrides. En rouge, la séquence provenant
de E. coli, en noir celle de M. tuberculosis.

Les monomeres ont été assemblés par superposition aux monomeres de la structure cristallo-
graphique. Les chaines latérales des structures modélisées ont été replacées grace au programme
SCWRL (Canutescu et al. , 2003). Les mauvais contacts entre monomeres ont été retirés par

minimisation d’énergie dans Gromacs.
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Meécanique moléculaire

7.1 Principe

La mécanique moléculaire a pour objectif d’approximer 1’énergie d’une molécule en appli-
quant les lois de la mécanique (on parle de méthode empirique). Elle permet de calculer des pro-
priétés structurales et thermodynamiques associées a une ou plusieurs molécule(s). Les atomes
y sont représentés comme des masses ponctuelles chargées. L’énergie potentielle est en général
exprimée comme une somme de contributions internes, entre atomes liés chimiquement, et ex-

ternes, entre atomes non liés.

7.2 Fonction d’énergie potentielle

Son role est de reproduire les interactions du systeme aussi fidelement que possible. Le plus

souvent, elle s’exprime comme la somme de différentes contributions (fig. 7.1) :

Etot - Elz’aison + Evalence + Ediedre + Eimpropre + EVdW + Eelec (71)

FElice Enon—tlice

van der Waals

diédre

liaison

T

électrostatique

‘—_/

valence

Fig. 7.1: Représentation des parametres pris en compte dans le calcul d’énergie.

Les interactions entre atomes liés représentent I’énergie covalente du systeme. Elle s’applique
aux atomes distants d’au plus trois liaisons. Les interactions entre atomes non-liés comprennent
les interactions électrostatiques et de Van der Waals. Elles s’appliquent aux atomes distants de
plus de trois liaisons. Le terme dit “impropre” permet de garder certains atomes, comme ceux

des cycles par exemple, dans un méme plan.
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7.3 Champs de force

Le champs de force désigne un ensemble de parameétres décrivant chaque atome et permet-
tant de résoudre l'expression analytique de I’énergie potentielle du systeme (Fyq). 11 existe de
nombreux champs de force et de nombreuses manieres de définir I’énergie potentielle. Dans Gro-
macs, elle est calculée a partir de la position des atomes, exprimée en fonction des longueurs
de liaison (b), des angles de valence (©), des angles dihedres (®), d’angles impropres (w) et des
distances interatomiques (r;;). Cette expression permet de se placer dans un repere interne a la
protéine dans lequel son orientation et sa position dans I’espace ne sont pas prises en compte.
La position d’un atome est exprimée en fonction de la position des autres atomes. La descrition
est alors dite en coordonnées “relatives”.

L’énergie potentielle (dans Gromacs) est définie de la maniere suivante :

Brot = » _ k(b — bo)?
+) Ko(© - 6p)?
+ Z K (w—wp)?

+ Z Ko (1 + cos(n® — §)?) (7.2)
+2.2.Cm - )
i j>i ij

1 qig

Les termes associés aux liaisons covalentes et aux angles sont décrits par des potentiels har-
moniques et rendent compte du cout énergétique de déformation des liaisons ou des angles par

rapport a des valeurs idéales, de référence (fig. 7.2).

%

0 BO 120 18O 240 300 380

Valence / Liaison Impropree Diedre A 2
%
B
f "=
LS 4

Fig. 7.2: Représentation des différents termes liés de la fonction d’énergie potentielle.

Les interactions électrostatiques décrivent les interactions entre particules chargées. L’inten-
sité de la force électrique d’interaction est proportionnelle a la valeur de chacune des charges et
inversement proportionnelle au carré de la distance qui les sépare. Le terme associé aux inter-

actions de types électrostatiques est de type coulombien (fig. 7.3).
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Les interactions de Van der Waals correspondent aux forces dites de dispersion. Méme pour
une distribution en moyenne neutre des charges, il existe des fluctuations temporaires (sur des
temps tres courts) de la distribution électronique auxquelles s’associent des moments dipolaires
instantanés. Par effet d’induction, ces dipoles génerent autour d’eux des dipoles induits . Les
dipoles instantanés et les dipoles qu’ils induisent s’attirent selon une loi en %6 Cependant , cette
attraction est compensée par une répulsion tres forte & plus courte distance, qui s’explique par la
difficulté de faire s’interpénétrer les nuages électroniques de chaque atome. Les deux interactions

se combinent dans un potentiel dit de Lennard-Jones (fig. 7.3).

E «

+0,42

répulsion

| résultante |

attraction Electrostatique

Van der Waals

Fig. 7.3: Représentation des termes non-liés de la fonction d’énergie potentielle.

7.4 Interactions longue distance

Le nombre d’interactions entre paires d’atomes augmente exponentiellement avec la taille

du systeme. A longue distance, les interactions entre atomes sont négligeables, les énergies
d’intéraction électrostatique et de Van der Waals étant proches de 0 (fig. 7.3). Afin de limi-
ter les temps de calcul, les interactions entre atomes distants de plus d’une certaine valeur
peuvent ne pas étre prises en compte.
La méthode la plus simple, dite de “cut-off”, consiste a utiliser une valeur seuil au dela de la-
quelle on considere les interactions comme nulles. Pour éviter de créer des brusques variations
de forces dues au fait que le potentiel est discontinu, on peut multiplier les termes d’interactions
non-liées par une fonction dite de « switch » ou ajouter au terme une fonction dite de « shift
». Dans ces méthodes, les plus connues sont le reaction-field ou RF (Tironi et al. , 1995) et la
sommation d’Ewald (M & D, 1987). L’idée physique du RF est que les charges en dehors du
cut-off forment un continuum avec une constante diélectrique donnée. Les charges a l'intérieur
du cut-off vont polariser le continuum et créer ainsi un champ de réaction (”reaction-field”).
La sommation d’Ewald consiste, quant a elle, a traiter le systéeme comme s’il s’agissait d’un
quasi-cristal et d’effectuer des sommes par maille. L’algorithme le plus connu et utilisé pour la
sommation d’Ewald est le particle mesh Ewald ou PME (Cheatham et al. , 1995).

Chacune de ces méthodes présente des avantages et inconvénients dont il faut tenir compte

lors du choix de la méthode utilisée.
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De maniere générale, la méthode de cut-off est beaucoup plus rapide que les autres. Cependant,
elle entraine certains artéfacts. Par exemple, pour les lipides, elle entraine une diminution de
laire par lipide et une augmentation du parametre d’ordre des chaines acyles (Patra et al. |
2003). Toutefois, les artéfacts, bien que ne disparaissant pas, sont diminués pour des valeurs de
cut-off suffisamment grandes (de l'ordre de 1,8 nm).

La méthode PME, quant a elle, est beaucoup plus lente. Elle traite globalement mieux les
interactions & longue distance mais entraine aussi quelques artéfacts. Par exemple, la périodicité
artificielle créée affecte 1’équilibre conformationnel : les peptides et protéines se stabilisent dans
la conformation la plus compacte (Hunenberger & McCammon, 1999). Le PME influence aussi
'épaisseur membranaire (Cordomi et al. , 2007).

Le choix de la méthode électrostatique est donc tres dépendant de la taille et de la nature du

systeme ainsi que des propriétés auxquelles on s’intéresse.
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Chapitre 8

Dynamique moléculaire

8.1 Description

La dynamique moléculaire est une méthode qui permet de décrire in silico 1’évolution d’un
systeme moléculaire au cours du temps en intégrant les équations du mouvement de Newton pour
chacun des atomes le constituant. Les déplacements subis par les atomes sont la conséquence de

leur propre énergie cinétique ainsi que des forces exercées par les atomes environnants.

8.1.1 Egquations du mouvement

La dynamique moléculaire permet de calculer la force exercée sur chaque atome et fournit
différentes informations sur la trajectoire (vitesse et position des atomes). La force F;(t) qui
s’exerce sur un atome i de coordonnées r;(t) au temps ¢ est déterminée par dérivation de la

fonction énergie potentielle V' :

oV
Fi(t) = — 1
0 =5 (5.)
&ri
E:miﬁ7’b:1,...,N. (82)

En considérant un pas de temps tres court, on peut intégrer les équations de mouvement et

obtenir une trajectoire de chaque atome en fonction du temps.

8.1.2 Intégration des équations

L’algorithme utilisé pour intégrer les équations du mouvement dans Gromacs est ’algorithme

Leap Frog, aussi appelé Saute Mouton (Hockney & Goel, 1974). Le principe est de déterminer
les valeurs que I’énergie potentielle va prendre au cours du temps.
Connaissant la position et la vitesse de chaque atome au temps ¢, on détermine ces valeurs au
temps t + At. At doit permettre de décrire les phénomeénes physiques des molécules tels que les
vibrations de liaisons. Plus le At est petit, moins on introduit d’erreur, mais plus le temps de
calcul est long. 11 faut donc trouver un compromis entre précision et rapidité (voir section 8.1.3).
L’algorithme de Leap frog est basé sur celui de Verlet (Verlet, 1967).
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L’algorithme de Verlet est dérivé de deux développements en série de Taylor :

ri(t -+ At) = ri(t) + v (t) At + Z’n(i) (At)? + g + O[(AtY)] (8.3)
ri(t — At) = ri(t) — vi() At + ant) (At)? — g +0[(Ath)] (8.4)

Sommés, ils permettent d’obtenir I'algorithme de propagation des positions suivant :

ri(t -+ At) +ri(t — At) = 2ri(t) + Fi—(t)(m)2 + O[(AtY)] (8.5)

my

Soustraits, ils permettent d’obtenir ’expression des vitesses :

u(t) = AL AEZ0 | oy (8.6)

Dans le cas de l'algorithme de Leap frog, les positions sont obtenues pour des intervalles

de temps entiers. Les vitesses, quant a elles, sont calculées pour des intervalles de temps demi-

entiers. Dans ce cas, on peut définir les vitesses comme :

At T (t + At) —T; (t)

(t+—) = 8.7
7)2( + 2 ) At ( )
At Ti(t) — ’r‘i(t — At)
(- 20y = 8.8
Ce qui permet d’exprimer les positions de la maniere suivante :
At
ri(t £ At) = ri(t) £ v (t + 7)At (8.9)
On obtient alors pour les vitesses :
At At Fi(t)
(t+ —) =v(t — —)+ —=At 8.10
wlt+ 5 = ult= 5+ = (5.10)
Pratiquement, possédant la vitesse au temps ¢ — %, on calcule celle au temps t + %. Pour
ce pas d’intégration, il est possible de calculer les vitesses courantes au temps ¢ :
vi(t — 5 +ui(t + 5
vilt) = =) tultt 5) (8.11)

2

On peut alors calculer les positions des atomes au temps ¢, etc (fig. 8.1)

8.1.3 Contraintes méthodologiques
Mouvements rapides.

Afin de minimiser I'erreur lors de l'intégration des équations du mouvement, il faut que le
pas de temps soit au moins 10 a 20 fois inférieur aux fréquences de vibrations les plus élevées

(table 8.1). Le fait de bloquer certaines vibrations de haute fréquence & température ambiante
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8.1. Description

v(t-At/z)j—>v(t+At/2) j—>

r(t) r(t+At)y ———»
P Temps
t t+ At

Fig. 8.1: Représentation schématique de ’algorithme Leap frog

type de type de fréquence
liaison vibration (em™1)
C-H, 0-H, N-H | étirement | 3000-3500
Cc=C, C=0 étirement | 1700-2000
H-0-H flexion 1600
c-C étirement | 1400-1600
c-c-C flexion 800-1000
0-H...O libration 400-700
0-H...O étirement 50-200

Tab. 8.1: Fréquences vibratoires typiques dans les molécules.

permet d’augmenter le pas d’intégration. Le pas utilisé se situe alors généralement entre 1 et 2

fs (femtosecondes).

Vitesses initiales

La particularité de I'algorithme Leap frog est qu’il est nécessaire de connaitre les vitesses au
temps t = tg — %. Si ces données ne sont pas disponibles, des vitesses initiales aléatoires vont

étre générées a partir d’une loi de distribution de Maxwell pour une température T donnée.

Conditions périodiques

En dynamique moléculaire, le systéme simulé est de dimensions finies. Toutes les molécules de
I’environnement sont contenues dans “une boite”. La taille finie du systeme pose des problemes
d’effets de bords & 'interface avec le vide environnant. Les molécules en périphéries de la boite
ne subissent pas le méme environnement que le reste des molécules. Pour minimiser ces effets
de bord, des conditions périodiques aux limites sont utilisées afin de simuler un environnement
infini. La boite contenant le systéeme est entourée de chaque coté par une réplique d’elle-méme
(fig. 8.2). Tout ce qui se passe dans la boite initiale est recopié simultanément dans les réplicats.
Ceci permet, par exemple, qu'une molécule a I’extréme gauche interagisse avec une molécule a
I’extréme droite. Les calculs ne sont effectués que dans la boite centrale mais les interactions

avec les boites replicats sont prises en compte.

Contrdle de la pression et de la température

Afin de mimer au mieux les systemes biologiques, la température et la pression sont gardées

constantes. Le volume est alors la grandeur thermodynamique qui varie. De nombreuses méthodes,
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Fig. 8.2: Représentation des conditions périodiques aux limites en 2 dimensions.

dépendantes du programme de dynamique moléculaire utilisé, existent. Dans Gromacs, on utilise
un bain thermique (Berendsen et al. , 1984) afin de garder la température et la pression autour
de valeurs prédéfinies. Les équations du mouvement sont modifiées suite a la relaxation de la
pression et/ou de la température instantanées (P;(t) ou T;(t)) vers une valeur de référence P ou
T. En ajustant les coordonnées atomiques et la taille de la boite de simulation, la pression et la

température se voient modifiées, tendant vers la valeur de référence :

aP(t) _ P Rt

12
dt TP (8 )

dI;(t) T -T()
dt T

(8.13)

Il existe plusieurs méthodes de couplage de la pression : isotropique, semi-isotropique et
anisotropique (fig. 8.3). Dans la méthode isotropique, la régulation de la pression selon les axes
X, Y et Z est couplée. Généralement, cela mene a des changements tres faibles dans la taille
de la boite contenant le systeme étudié. Lors de la simulation de systéemes membranaires, il
est important de noter que cette méthode ne permet que tres peu de changements de l'aire de
la membrane. La méthode semi-isotropique permet des fluctuations de l'aire de la membrane,
la régulation de la pression n’étant couplée que selon les axes X et Y. C’est la méthode la
plus appropriée pour les systemes membranaires. La derniére méthode, anisotropique, ne couple
aucune direction de régulation de la pression. Cette méthode permet elle aussi des fluctuations

de laire de la membrane mais peut entrainer de fortes déformations du systeme.

8.2 Systémes étudiés

8.2.1 Construction des membranes

Les deux types de lipides étudiés sont le POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospatidyl
ethanolamine, ou C16 :0-C18 :1-PE), et le DMPE (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phophatidyl-
ethanolamine, ou C14 :0-PE). Les chaines acyles du POPE font donc 16 et 18 carbones de long,
celles de DMPE 14 carbones (fig. 8.4). Les chaines acyles du DMPE, contrairement & la chaine

C18 du POPE, ne contiennent aucune insaturation.

Pour le POPE, nous avons utilisé une membrane pré-équilibrée, de 340 lipides et 6729

molécules d’eau, mise & disposition par P. Tieleman!.

"http ://www.ucalgary.ca/ tieleman/download.html
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a

Z b Z R Z

Fig. 8.3: Méthodes de couplage de la pression :

a) isotropique, b) semi-isotropique, c) anisotropique
(Extrait de Kandt et al. (2007).
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Fig. 8.4: Représentation schématique des lipides simulés. De gauche a droite : POPE, DMPE et DMPC.

Pour le DMPE, ni parametres, ni systéme pré-équilibré n’étaient disponibles. Nous avons donc
construit le lipide & partir des chaines grasses de DMPC ou C14 :0-PC (fig. 8.4) et des tétes
polaires de POPE. Nous avons utilisé un systeme pré-équilibré de 128 DMPC et 3655 molécules
d’eau, mis a disposition par P. Tieleman. Les tétes polaires phosphatidylcholine (PC) ont été
retirées et remplacées par des phospatidylethanolamine (PE), de telle sorte que les longueurs de
liaisons et les contraintes stériques soient respectées. Ce systeme a été utilisé comme structure
de base.

Apres minimisation d’énergie et une premiere simulation de 1 ns a 300 K avec couplage semi-
isotropique a la pression, le systéeme ne présente plus les ondulations de grande amplitude ob-
servables en début de simulation.

La température de fusion du DMPC se situe a 296,8 K, celle du POPE a 299,3 K. Bien que le

DMPE soit plus court que le POPE et que leurs tétes polaires soient identiques, il ne présente
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Chapitre 8. Dynamique moléculaire

aucune insaturation, sa température de fusion est donc supérieure (324,2 K)2. Pour cette raison,
la température du systeme est élevée a 330 K et la simulation continuée pour 1 ns avec toujours

un couplage semi-isotropique a la pression.

Les systémes ainsi obtenus de POPE, DMPE et DMPC ont été simulés pendant 5 ns. Les
résultats des analyses effectuées seront décrits dans le chapitre suivant.

Les minimisations d’énergie et simulations ont toutes été réalisées avec Gromacs 3.2.1 (Van
Der Spoel et al. , 2005). La pression (isotropique pour les simulations de production de 5ns)
et la température sont gardées constantes en utilisant les algorithmes de Berendsen avec des
constantes de couplage de 0,1 ps. Pour garder une continuité avec les simulations avec le canal
inséré dans les membranes, un traitement de type cut-off (de 18 A) est utilisé pour calculer les
interactions électrostatiques. Deux simulations supplémentaires de 2 ns du systeme DMPE ont
été réalisées pour vérifier que ces parametres n’affectaient pas trop le systéme : une avec un
couplage de la pression semi-ismotropique, le second avec un traitement électrostatique de type
reaction-field (RF).

8.2.2 Insertion du MscL dans les membranes
MscL de E. coli

La structure utilisée est celle du modele construit au sein du laboratoire par Valadié et al.
(2003). Des études de mutagénese sur le canal MscL de E. coli (Eco-MscL) ont montré qu’'une
délétion apres le résidu 110 n’affectait pas le comportement global du canal (Blount et al. |
1996¢). Afin de conserver un systéme fonctionnel et réduire le nombre d’atomes, chaque mo-
nomere a été tronqué apres le résidu 110. Pour neutraliser le systéme, 5 contre-ions Cl- ont été
ajoutés. Le canal a été solvaté puis simulé 1 ns a 300 K avec de fortes contraintes sur la position
des atomes. Seules les molécules d’eau, les boucles périplasmiques et les chalnes latérales de
hélices TM1 étaient libres de bouger. Seule 1’eau en contact des boucles et des hélices TM1 est
conservée a la fin de la simulation. Cette procédure permet d’obtenir une structure solvatée du
canal dans un temps relativement court.

Les structures de membranes de POPE et DMPE ont été récupérées a la fin des 5 ns de simu-
lation de membranes pures. Les systemes ont été élargis selon 'axe Z avec des molécules d’eau
pour s’adapter a la taille du canal. Le systéme contenant du DMPE a été réduit a une boite de
dimensions 45A, 45A, 66A et dupliqué dans le plan XY pour obtenir un total de 272 lipides.
La structure du canal solvatée a été superposée a chacune des membranes de telle sorte que les
résidus L86 et I87 se situent a l'interface entre les feuillets (Perozo et al. , 2001). Les lipides et
I’eau chevauchant le canal ou ayant de mauvais contacts ont été retirées.

Le systeme final POPE Eco-MscL contient 260 lipides, 18408 molécules d’eau et 5 ions Cl-. le
systeme DMPE Eco-MscLi contient quant & lui 180 lipides, 16350 molécules d’eau et 5 ions Cl-.

Au total, les systéemes représentent respectivement 73434 et 62020 atomes.

2The Lipid Data Bank - http ://lipidat.chemistry.ohio-state.edu/LDB/
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MscL de M. tuberculosis

Il a été montré que le motif fonctionnel important du domaine Cterminal était le motif RKKXE
(Kloda et al. , 2006), ce qui expliquait le fait que le domaine Cterminal ne soit délété qu’apres
le résidu 110 chez E. coli. L’équivalent du résidu 110 chez M. tuberculosis est le résidu 103,
qui se situe apres le motif fonctionnel RKKXE. Le canal de M. tuberculosis a donc été tronqué
apres le résidu 103. Pour neutraliser le systéme, 10 contre-ions Cl- ont été ajoutés. La procédure
d’insertion dans les membranes est différente. Les canaux de E. coli et M. tuberculosis ayant
des structures transmembranaires tres similaires, le canal de M. tuberculosis a été superposé a
la structure de E. coli déja placée dans la membrane, en vérifiant que les résidus L81 et 182 se
situaient bien a l'interface entre les deux feuillets. Les molécules d’eau ont ensuite été ajoutées
en vérifiant bien qu’aucune ne se placait dans la membrane. Le systeme final POPE Tb-MscL
contient 260 lipides, 21861 molécules d’eau et 10 ions Cl-. le systeme DMPE Eco-MscL contient
quant & lui 180 lipides, 16340 molécules d’eau et 10 ions Cl-. Au total, les systémes représentent

respectivement 83578 et 61775 atomes.

MscL hybrides

Les canaux hybrides sont constitués pour Thg.,-MscL du canal de M. tuberculosis avec les
boucles périplasmiques de FE. coli et pour Ecoppy-MscL du canal de E. coli avec les boucles
périplasmiques de M. tuberculosis. La procédure pour l'insertion et I’hydratation est la méme
que pour le MscL de M. tuberculosis.

Les systemes finaux sont consitués :

pour POPE Tbg.,-MscL. de 260 lipides, 21798 molécules d’eau, pour un total de 83624

atomes.

— pour DMPE Tbg.,-MscL: de 180 lipides, 15551 molécules d’eau, pour un total de 59643
atomes.

— pour POPE Ecopp-MscL de 260 lipides, 16982 molécules d’eau, 15 ions Cl-, pour un total

de 68951 atomes.

pour DMPE Ecop,-MscL de 180 lipides, 14298 molécules d’eau, 15 ions Cl-, pour un total

de 55659 atomes.

8.2.3 Simulations du MscL dans des membranes
MscL de E. coli

De nombreuses simulations du MscL. de E. coli ont été réalisées dans des membranes de
POPE et de DMPE, avec des traitements électrostatiques, des températures, des contraintes,
etc différents. L’ensemble de ces simulations est résumé dans le tableau 8.2.

Au début des recherches sur le MscL au sein du laboratoire, les puissances de calculs & dispo-
sition ne permettaient pas d’utiliser des méthodes telles que le reaction-field ou le particle-mesh
ewald. De plus, & ce moment, les simulations de systémes membranaire, et plus particulierement
du MscL, étaient assez régulierement effectuées en utilisant un traitement électrostatique de type
cut-off et /ou un couplage a la pression isotropique (Elmore & Dougherty, 2001; Gullingsrud et al.

, 2001). Dans un souci d’homogénéité, les simulations ont par la suite été effectuées en utilisant
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lipide | electrostatique | pression temperature | nb temps | contraintes
POPE | cut-off isotropique 300 K 3 5ns | -
reaction-field semiisotropique 300 K 1 Sns | -
330 K 3 4ns | -
330 K 1 5 ns | position Nter
cut-off isotropique 330 K 1 10 ns | distance i-i+4 TM
DMPE 330 K 1|2+ 5ns” | protéine puis relaxe
300 K 2 4ns | -
300/330 K* 1 4.5ns | -
reaction-field semiisotropique 330 K 1 5ns | -

Tab. 8.2: Récapitulatif des simulations effectuées sur le MscL de E. coli. * : Lipides & 330 K, le reste
du systeme a 300 K. ° : la protéine est contrainte durant 2ns, puis les contraintes sont relachées et le
systeme simulé pendant 5Hns.

le méme protocole. Toutefois, lorsque les puissances de calculs disponibles ont augmenté, plu-
sieurs simulations testant différents parametres ont été effectuées. Ceci permettait de valider
les résultats et vérifier que les parametres n’affectaient pas trop le systeme. Les résultats étant
similaires d’une simulation a l'autre, les résultats décrits proviennent des simulations cut-off +

isotropiques, plus nombreuses.

MscL de M. tuberculosis

Afin de permettre d’effectuer des comparaisons, le MscL de M. tuberculosis a été simulé
principalement en cut-off, isotropique. Dans ces conditions, 3 simulations de 5 ns avec des vitesses
initiales différentes ont été réalisées pour chaque systeme. Une simulation supplémentaire de 5ns
pour chaque systeme en reaction-field semiisotropique a été réalisée afin de vérifier I'influence

des choix des parametres.

MscL hybrides

Pour les mémes raisons que précédemment, les simulations ont été effectuées en cut-off iso-

tropique. Dans ces conditions, une simulations de 4 ns a été réalisée pour chaque systeme.

8.2.4 Détails des simulations

Toutes les minimisations d’énergie et les simulations de dynamique moléculaire ont été
réalisées avec Gromacs 3.2. Nous avons utilisé les parametres pour les lipides de Berger et al.
(1997) et ceux du champ de force Gromacs (ffgmx) pour la protéine et ’eau. Les laisons ont
été contraintes avec l'algorithme Lincs (Hess et al. , 1997), permettant d’augmenter le pas
d’intégration a 2 fs. L’algorithme Shake (Berendsen et al. , 1995) a été utilisé a la place de Lincs
lorsque des distances étaient contraintes. Les structures ont été sauvées toutes les picosecondes.
La pression a été gardée constante avec une constante de couplage de 0.1 ps. La température
a été couplée séparément pour la protéine, les lipides, le solvant et les ions avec une constante
de couplage de 0.1 ps (Berendsen et al. , 1984). Pour 1’électrostatique, aussi bien pour le cut-off
que pour le reaction-field, les rayons de Van der Waals étaient de 1.8 nm, ceux de coulomb de

1.0 nm.
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8.3 Analyses

8.3.1 Analyse des propriétés des lipides
Epaisseur membranaire

L’épaisseur totale membranaire est définie comme la distance entre les centres de masse des
atomes P de chaque feuillet, projetée sur I'axe Z. Cette grandeur a été calculée pour différents
groupes de lipides en fonction de leur distance a la protéine. On définit comme lipide proche du
canal, ceux dont le phosphate se situe & moins de 30 A dans le plan X-Y du centre de masse

de la protéine. La liste des lipides appartenant a ce groupe est mise a jour a chaque pas de temps.

Le centre de masse d’un groupe d’atomes donné est défini par :

1 N

Avec m; et r; les masse et position en coordonnées cartésiennes de 1’atome 1.

Parametre d’ordre

Le parametre d’ordre des chaines acyles permet d’obtenir une information concernant leur dy-
namique. Plus précisemment, il permet de quantifier la position et '’ordre des groupes méthylene.

Il est donné par :

(S,) = %<3 cos? B, — 1) (8.15)

Avec 0,, I'angle entre la normale au plan de la membrane et le vecteur normal au plan P

défini par les vecteurs C-H du n’®™m¢

carbone. (S,) est moyenné sur le temps et sur les atomes
équivalents des différents lipides.

Le parametre d’ordre est de 0.5 lorsque la chaine est trans (étendue) et perpendiculaire a la
normale. Il est de 1 lorsque la chaine est trans et parallele a la normale a la membrane et de 0

lorque le groupe méthylene de présente pas d’orientation préférentielle.

Coefficient de diffusion

La fluidité de la membrane a pour conséquence un déplacement des lipides dans le plan de
la bicouche. Le coefficient de diffusion associé est noté Dy. Cette valeur est calculée grace a la

relation d’Einstein. Elle est donnée par :

by — i (T =rO)?

lim o (8.16)

Avec r(t/0) la position en coordonnées cartésiennes du centre de masse du lipide dans le plan
X-Y. La diffusion est proportionnelle ici a ﬁ car on se trouve dans un plan, un systeme a deux

dimensions. Pour I'eau par exemple, qui diffuse dans un systéme en 3 dimensions, la diffusion

e s e 1
aurait €te exprimee en g.

Un probleme est rencontré avec cette méthode. Les simulations se font sur des temps trop courts
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pour permettre d’approximer la valeur tendant a I'infini. Les valeurs sont donc sur-évaluées. 11

est toutefois possible de les comparer entre elles pour des temps de simulation similaires.

8.3.2 Analyse des propriétés de la protéine

La définition utilisée des différents domaines de la protéine est donnée dans le tableau 8.3.

protéine TM1 | boucle | TM2
Eco-MscL 21-40 41-76 | 77-97
Tb-MscL 21-40 | 41-70 | 71-90

Ecory, — MscL | 21-40 | 41-72 | 73-93
Tbgeo — MscL | 21-40 | 41-74 | 75-94

Tab. 8.3: Définition des différents domaines du MscL. Eco/Tb-MscL : MscL de E. coli / M. tuberculosis,
FEcory, — MscL : MscL de E. coli avec les boucles périplasmiques du canal de M. tuberculosis. Tbgeo —
MscL : MscL de M. tuberculosis avec les boucles périplasmiques du canal de E. coli.

Déviation

Le RM Sd (Root Mean Square Deviation ou écart quadratique moyen) permet de mesurer la
déviation d’une structure par rapport a une structure de référence (dans notre cas, la structure

initiale & t=0ps), une fois superposées. Il est donné par la formule :

N
RMSd = % ;(m(t) _ ri(ref))? (8.17)

Avec N le nombre d’atomes du systeme, r;(¢) la position de 'atome 7 au temps t.
La moyenne du RMSd correspond a la somme des valeurs de RMSd obtenues pour un temps ¢

divisée par le nombre de simulations.

Fluctuations

Le RMSf (Root Mean Square Fluctuation) permet de mesurer la fluctuation de chaque

atome au sein d’une structure autour de sa position moyenne. Il est donné par la formule :

RMSS, — ¢ () — ()l (8.18)

avec 1;(t) la position de 'atome i au temps t et (r;) la position moyenne de I’atome i sur
I'intervalle de temps simulé.
La moyenne du RMSf correspond & la somme des valeurs de RMSf obtenues pour un atome ¢

divisée par le nombre de simulations.

Structures secondaires

Les structures secondaires sont le premier niveau d’organisation de la protéine. Elles sont
le témoin de son architecture et peuvent évoluer au cours du temps. Le programme DSSP

(Kabsch & Sander, 1983), que nous utilisons, est basé sur la reconnaissance de motifs de liaisons
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hydrogene, par exemple entre les résidus i et i + 4 pour I’hélice o (voir fig. 1.5). Cette méthode
présente ’avantage d’étre rapide et de ne dépendre que d’un seul parametre : la présence ou
non de liaison hydrogéne. On considere qu’il existe une liaison hydrogene si la distance entre
un donneur et un accepteur de liaison hydrogene (les atomes N et 0 respectivement dans les
structures secondaires) sont & moins d’une certaine distance (3.2 A). Toutefois, les angles ¢ et 1)
connectant les atomes de la chalne peptidique peuvent correspondre & une structure secondaire
donnée sans formation (temporairement) de liaison hydrogene. Dans ce cas, la méthode utilisée

ne permet pas la reconnaissance de la structure secondaire.

Inclinaison des hélices

L’inclinaison des hélices dans la membrane permet d’évaluer la réponse du canal a un
mésappariement hydrophobe. L’angle associé correspond a l'angle formé entre 1’axe d’inertie

de I’hélice (E)) et la normale & la membrane (71) (fig. 8.5) :

T = arccos(—

Fig. 8.5: Représentation schématique de ’angle d’incli-
naison.

L’inclinaison moyenne correspond a la somme des valeurs d’angle d’inclinaison obtenues pour

une hélice h a un temps t divisée par le nombre de simulations et de monomeres.

Hauteur des hélices et de la boucle

L’angle d’inclinaison des hélices ne permet pas une comparaison aisée a l’épaisseur mem-
branaire, ni au positionnement des boucles périplasmiques. Pour cette raison, nous avons aussi
calculé leur hauteur, ces deux valeurs étant corrélées.

La hauteur ¢ des hélices est définie comme la somme des vecteurs connectant les résidus des
extrémités de chaque hélice (définis table 8.3), projeté sur la normale & la membrane () (fig.
8.6).

_
La hauteur des boucles, quant a elle, correspond au vecteur (B) entre son centre de masse
et le centre de masse des résidus des extrémités cytoplasmiques des hélices transmembranaires

(Ncap-TM1 et Ccap-TM2), projeté sur la normale & la membrane (fig. 8.7).
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_ 1 Nmono_>
H=—— h 8.20
Nmono zh: ( )

—_
H-m
||
Fig. 8.6: Représentation schématique de la hauteur des
hélices.
- 1 Nboucle
B=——— m;T;
Nboucle El: v
1 Nhelices (822)
- MaTs
Nhelices 2]: I
_
B-m
C="=r 823) — o
|| Fig. 8.7: Représentation schématique de la

hauteur des boucles périplasmiques.

Courbure des hélices

Les hélices ne sont pas des corps rigides. Afin d’évaluer leur flexibilité, I’angle de courbure
(ou de kink) est calculé a chaque pas de temps.

Pour ce faire, on procede, pour chaque hélice, a chaque pas de temps, de la maniere suivante :

pour chaque résidu de 1’hélice:
prendre ce résidu comme pivot
calculer 1’axe d’inertie des deux sous-hélices
calculer 1’angle formé entre les deux vecteur
garder 1l’angle maximal et le résidu correspondant

Fig. 8.8: Procedure de calcul et représentation schématique de 'angle de kink.

La courbure moyenne correspond a la somme des valeurs d’angle de courbure obtenues pour

une hélice h & un temps t divisée par le nombre de simulations et de monomeres.
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Rotation des hélices

Les hélices sont stabilisées par des liaisons hydrogenes qui maintiennent sa structure. L’angle
formé entre les résidus est tres fortement contraint. C’est pourquoi il est possible de déterminer
I’angle de rotation d’une hélice comme l’angle de rotation d’un de ses résidus. Le vecteur
de référence est le vecteur passant par le centre d’inertie de I'hélice et par le Ca du résidu

représentatif. L’angle de rotation est défini comme ’angle formé par ce vecteur au temps t et t

(fig. 8.9).
o>

Fig. 8.9: Représentation schématique de la rotation d’une hélice.

La rotation moyenne correspond a la somme des valeurs de rotation obtenues pour une hélice

h a un temps t divisée par le nombre de simulations et de monomeres.

Diametre du canal

Le diametre du canal au cours du temps est défini comme son rayon de gyration dans le
plan X-Y. Celui-ci permet de définir ’étendue spaciale du canal dans le plan de la membrane.
Il correspond a la distance moyenne pondérée des atomes au centre de masse. Il est donné par

la formule :

1

Rg= ————
g NZfsz

> (mi/(ri = (r))?) (8.24)

i
Profil du pore

L’analyse de la géométrie du pore a été réalisée grace au logiciel Hole (Smart et al. , 1996).
Le principe consiste a trouver, pour une sphere de diametre variable, le meilleur chemin pour

traverser le canal.

Soit un point pg initial choisi par l'utilisateur et se trouvant dans le pore. Soit un vecteur
7 définissant approximativement I’axe du pore et passant par pg, également défini par 1'utili-
sateur. Pour chaque plan p orthogonal & 7 et distant du plan précédent d’une certaine valeur
(généralement 2,5A), calculer R(p) le rayon maximal de la sphere dont le centre appartient
a p pour lequel il n’y a pas de recouvrement avec les rayons de van der Waals des atomes

environnants (fig. 8.10). R(p) est donné par la formule :

R(p) = min[|X; — c(p)] — vdW] (8.25)

Avec X; la position de I'atome ¢ de rayon de van der Waals vdW; et ¢(p) le centre de la sphere.
Le résultat obtenu est une succession de spheres, définies par leur centre et leur rayon. Le

profile du pore représenté est donc en fait un assemblage de ces spheéres.
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Fig. 8.10: Représentation schématique de la détermination de la sphere maximale dans la procédure de
Hole.
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Chapitre 9

Dynamique essentielle

9.1 Principe

La dynamique essentielle (Amadei et al. , 1993; Hayward et al. , 1995; Chen et al. , 2005)
permet une analyse statistique de la trajectoire de dynamique moléculaire. Elle permet d’extraire
des informations sur la collectivité des mouvements des atomes qu’'une dynamique moléculaire
classique ne permet pas d’obtenir.

De maniere générale, cette analyse consiste a rechercher des variables collectives au sein d’un
systeme. Par une analyse en variance-covariance, une relation entre les variables est établie. Elle
met en avant les corrélations qui peuvent exister et caractérise ainsi les mouvements collectifs
au sein du systeme.

Il s’agit en fait d’une analyse en composantes principales (ACP) de la trajectoire.

Une structure de la protéine a un instant ¢ est considérée comme un point dans un espace a 3N
dimensions, N étant le nombre d’atomes du systeme. L’ACP est une méthode mathématique
d’analyse des données qui consiste a rechercher les directions de l’espace qui représentent le
mieux les corrélations entre ces points. Dans notre cas, elle permet de rechercher les mouve-

ments corrélés décrivant au mieux la trajectoire (pour exemple, voir fig. 9.1).

Fig. 9.1: Exemple d’ACP d’une trajectoire d’'une molécule constituée d’un atome, I'espace est donc en
3 dimensions. La ligne rouge présente la trajectoire. La fleche présente la direction décrivant au mieux la
trajectoire.

En pratique, une trajectoire de dynamique est représentée par k structures instantanées.

Chacune de ces structures correspond & un point dans un espace a 3N dimensions. La matrice
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de variance-covariance de cette distribution représente les fluctuations de la protéine. Les axes
principaux qui diagonalisent la matrice de variance-covariance sont déterminés. Ils correspondent

aux mouvements collectifs de plus grande variance.

9.2 Limites

Plusieurs problemes ont été soulevés par rapport a cette méthode (Hess, 2000, 2002). Le
premier est de savoir si les vecteurs propres calculés sont correctement définis, c’est a dire s’ils
rendent bien compte de la dynamique propre de la protéine. Pour cela, ’espace conformationnel
doit étre suffisant.

Le second probleme est I'identification des vecteurs rendant compte de la dynamique propre
du systeme. En effet, il est important de distinguer les mouvements propres a la molécule de
ceux liés au mouvements browniens diffusifs de la protéine. Hess a montré que si un vecteur
propre décrit une fonction cosinus, il semble qu’il ne décrive que des mouvements de diffusion
aléatoire qui bruitent les mouvements intrinseques de la protéine. Ce mode ne sera alors pas pris

en compte dans ’analyse.

9.3 Systéme analysé

Il a été montré que ACP sur la trajectoire des Ca était suffisant pour déterminer les
mouvements principaux (Kolafa et al. , 2000). De plus, dans le cas du lysozome, ceci permet
de décrire 90% du mouvement global avec les 20 premiers vecteurs propres alors que 35 étaient
nécessaires en utilisant tous les atomes (Amadei et al. , 1993). La majorité des mouvements
de grande amplitude est donc associée aux premiers vecteurs propres et un jeu de données
relativement simple (les Ca) est suffisant pour décrire ces mouvements.

L’analyse en composantes principales a donc été réalisée sur les positions des Ca provenant des
trajectoires concatenées dans du POPE (15 ns, 15000 structures) et dans du DMPE (12 ns,
12000 structures). Nous avons vérifié que les mouvements décrits par les vecteurs propres ne

correspondaient pas a des diffusions aléatoires (Hess, 2002).

9.3.1 Recouvrement

Nous avons comparé les mouvements décrits par les ACP dans les deux milieux, et chacun
d’eux avec les mouvements issus de l’analyse en modes normaux. Pour cela, le recouvrement
entre chaque vecteur (vecteur propre ou mode) a été calculé. Il permet de quantifier le degré de
similitude entre deux directions définies par deux vecteurs @ et ? Ce recouvrement est défini

selon Marques & Sanejouand (1995) par :

s IZP b
VI a2 Y3 02
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9.3.2 Participation

Afin de déterminer 'importance de chaque vecteur propre dans le mouvement global du
systeme, leur contribution aux fluctuations observées a été calculée. Elle est définie comme
le recouvrement entre le vecteur considéré et le vecteur reliant la conformation initiale a une
conformation dite finale. cette derniere est une conformation moyenne des structures finales
des simulations prises en compte dans le calcul de ’ACP. La participation est exprimée en

pourcentage, 100% représentant des directions identiques.

9.3.3 Collectivité

La collectivité x d’un vecteur permet de mesurer les mouvements collectifs d’un vecteur
donné, c’est a dire la proportion d’atomes significativement affectés. Elle est donnée par la
formule (Bruschweiler, 1995) :

N
1
K= 37 eXp = ; aA?log aA? (9.2)
Avec A; 'amplitude de déplacement et o un facteur de normalisation tel que > aA? = 1.

La collectivité est maximale pour une valeur de 1 et minimale pour une valeur de %
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Chapitre 10

Dynamique vibrationnelle

10.1 Principe

La théorie des modes normaux est basée sur ’approximation harmonique de la fonction
d’énergie potentielle autour d’une conformation d’énergie minimale et permet de résoudre ana-
lytiquement les équations du mouvement.

Chaque atome d’un systéme est soumis a des vibrations autour de sa position d’équilibre et
peut donc étre assimilé & un oscillateur. Il existe des interactions entre ces oscillateurs qui, si
elles sont importantes, peuvent provoquer des mouvements collectifs au sein de la structure.
Le mouvement global du systeme est exprimé comme une superposition de variables collectives
(oscillateurs), appelés modes normaux de vibrations. La diagonalisation de la matrice contenant
les dérivées secondes de ’énergie (le Hessien) permet d’obtenir les modes normaux de vibration
d’un systeme.

Cette méthode permet de caractériser les déplacements atomiques en termes de directions de
mouvements associés a des fréquences. Le mouvement global résulte de la superposition de ces
différents modes de déplacement atomique. Les modes de basse fréquence représentent des mou-

vements collectifs, les modes de haute fréquence des mouvements tres localisés d’atomes.

10.2 Formalisme

Pour de petits déplacements autour d’un point de référence, 1’énergie potentielle V' peut étre

développée en série de Taylor :

N sV 1 & sv2
V="V+ Z(@)o(ﬁ —1)+ 3 > (5,5, Jolri = ) (T — 1) + (10.1)
i=1 " igj=1 v J

avec r; et r? les coordonnées de ’atome i déplacées et de référence.

Si Vj est minimale, on peut poser :

(=0 (10.2)

De plus, si les déplacements du systeéme sont suffisamment petits, les termes d’ordre supérieur

a 2 peuvent étre négligés. V' peut alors étre approximé de la maniere suivante :
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1 3N
vz§§:%@rw%m—@) (10.3)
i,j=1

avec k;; la constante de force entre les atomes 7 et 5. Si on approxime V' sous forme matricielle,

on a :

V= _r'Fr (10.4)

avec F' la matrice des constantes de force k;;,  la matrice des positions atomiques et 7* sa
transposée. La théorie des modes normaux (Goldstein, 1950) repose sur 'hypothese que ’énergie
potentielle V' a la forme décrite précédemment.

Par ailleurs, I’énergie cinétique K peut aussi étre exprimée sous la forme matricielle :

1
K= §ftH7'~ (10.5)

avec H la matrice des dérivés secondes de 1’énergie cinétique par rapport aux vitesses et 7
la matrice des vitesses des atomes.
Si les expressions matricielles des énergies potentielle et cinétique sont introduites dans I’équation

de Lagrange, alors I’équation du mouvement s’écrit :

Hi+ Fr=0 (10.6)

avec 7 le vecteur de dérivés secondes des positions atomiques par rapport au temps. Une

solution de cette équation est :

r = Aq (10.7)

avec q les nouvelles coordonnées normales qui s’expriment sous la forme :

g = Cj, cos(wyt + ¢y,) (10.8)

Cl, ¢ et wy sont respectivement l'amplitude, la phase a ’origine et la fréquence angulaire

du mode de vibration k. Chaque coordonnée peut alors étre écrite sous la forme suivante :

3N

ri =Y Chagcos(wit + o) (10.9)
=1

a;k est un élément de la matrice A définissant la direction le long de laquelle tous les atomes
vibrent en phase avec la méme fréquence. Dans un repere ou les coordonnées cartésiennes sont
masses pondérées, la matrice A contient les vecteurs propres de la matrice F'. Ce type de so-

lution signifie que chacune des coordonnées r; oscille autour de sa position d’équilibre r?, son

mouvement global résultant de la superposition de 3N modes de vibration.
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10.3 Limitations

Différentes limitations existent pour I’approche classique des modes normaux : la minimisa-
tion d’énergie du systeme et la diagonalisation de la matrice des dérivées secondes de I’énergie.
Dans le cas de la minimisation d’énergie, le probleme reside dans le fait que la surface d’énergie
présente de nombreux minima locaux. Pour passer d’'un minimum a l’autre, il est nécessaire de
franchir une barriere énergétique. Il n’est donc pas garanti que le systéme soit minimisé correc-
tement.

Le probleme de diagonalisation est lié a la taille du systeme. Pour une protéine constituée de
N atomes, la taille de la matrice est de 3N x 3N avec 3N le nombre de degrés de liberté du
systeme. Se pose alors le probleme de ’espace mémoire nécessaire qui croit exponentiellement.
Différentes méthodes permettant de s’affranchir du deuxieme facteur limitant ont été développées :
— la premiere est de diagonaliser la matrice itérativement (Perahia & Mouawad, 1995),
— la seconde est de considérer les acides aminés comme des corps rigides pour les mouvements
de basse fréquence, permettant de diminuer le nombre de degrés de liberté (Tama et al. ,
2000).
D’autres approches permettent de contourner les deux problemes a la fois, en simplifiant I'ex-
pression du potentiel utilisé pour le calcul d’énergie et en simplifiant la représentation de la
protéine a une particule par acide aminé (Bahar et al. , 1997; Tirion, 1996; Hinsen & Kneller,
1999).

10.4 Méthode simplifiée de M. Tirion

La méthode simplifiée de Tirion (1996) est une des méthodes permettant de contourner
les deux problemes de I’analyse en modes normaux que sont la minimisation d’énergie et la
diagonalisation de la matrice Hessienne.

Dans cette approche, le potentiel semi-empirique classique utilisé dans les champs de force
classiques est remplacé par un potentiel a simple parametre. Ce potentiel est appelé potentiel

de Hook et est donné par la formule :

Ep = Z C(dij - dgj)z (1010)

0
d;;<Re

ou d;; est la distance entre deux atomes i et j et dgj la distance dans la structure de référence.
c est une constante identique pour toutes les paires d’atomes et référant a la constante de force
de la fonction d’énergie potentielle. R, est le parametre de cut-off choisi au dela duquel les in-
teractions ne sont plus prises en compte.
L’utilisation d’un potentiel de Hook permet de ne pas minimiser la structure de référence. De
plus, ce modele est associé a une représentation simplifiée de la protéine, seuls les Ca sont
considérés. Cette description est suffisante pour I’étude des mouvements de la chaine princi-
pale de gros systéemes protéiques mais ne permet pas de décrire les mouvements de tres haute

fréquence correspondant aux oscillations rapides d’atomes.
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Chapitre 11

Influence du canal MscL sur les
différentes bicouches lipidiques

Durant cette these, nous nous sommes particulierement intéressés aux mécanismes d’ouver-
ture du MscL et a sa dynamique c’est pourquoi les chapitres suivants y seront dédiés. Tou-
tefois, I'influence que ce canal peut avoir sur les membranes qui I’entourent est un aspect tres
intéressant qui permet de mieux comprendre les intéractions qui peuvent exister entre la protéine
et les lipides et donc ce qui régit I'ouverture du MscL. Nous avons ici étudié des membranes
pré-équilibrées de POPE et de DMPE contenant ou non le canal de E. coli.

Dans un premier temps, comme point de repere, nous décrirons les propriétés des membranes
simulées en absence de canal puis nous analyserons, dans un second temps, les modifications de

propriétés des lipides induites lors des simulations avec le MscL ancré dans ces membranes.

11.1 Comportement des membranes pures

L’exploration de l'influence des lipides sur le MscL requiert des systémes membranaires
fiables. Les membranes ont donc été simulées seules dans un premier temps. Trois systemes ont
été considérés ici : des membranes de POPE, DMPE et DMPC (fig. 11.1).

Le POPE est le lipide composant principalement les membranes plasmiques de E. coli, il
a donc été choisi pour mimer la membrane native du canal lorsqu’aucune contrainte n’est ap-
pliquée. Sa téte polaire est une éthanolamine, ses chaines acyles sont des C18 :1, C16, c’est a dire
composées de 18 et 16 carbones, la premiere chaine présentant une insaturation. La membrane
étudiée est constituée de 340 lipides, répartis également entre feuillets interne et externe.

Les études menées par Perozo et al. (2002b) montrent que des lipides C14 permettent d’obtenir
une structure intermédiaire du MscL le long du chemin d’ouverture. Le DMPE présente la méme
téte polaire que le POPE mais des chaines grasses C14. Il est donc le lipide le plus adapté pour
étudier I'influence de la diminution d’épaisseur membranaire sur le MscL. La membrane étudiée
ici est composée de 128 lipides de DMPE répartis également entre les deux feuillets. Pour ce
systeme, la température de transition de phase est de 324,2 K. La membrane a donc été simulée
a 330 K. Une simulation témoin a 300 K a aussi été réalisée.

Comme nous ne disposions pas de structure ni de topologie pour le DMPE, nous I’avons construit

a partir des tétes polaires de POPE et des chaines acyles du DMPC (voir section 8.2.1). La mem-
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Fig. 11.1: Représentation des systemes lipidiques simulés. Les lipides sont représentés en type “licorice”
I’eau en type “ligne”.

brane de DMPC a donc été utilisée comme témoin pour les propriétés du DMPE. La membrane
simulée est elle aussi constituée de 128 lipides également répartis entre les deux feuillets.
Le tableau 11.1 récapitule un certain nombre des parametres qui ont été vérifiés sur les simula-

tions effectuées sur ces systemes lipides+eau.

T Apcale  Apexp || dycalc  dpcalc | dygexp || deicale  deacale | dipoexp

(K) | (4?) (4%) (4) (4) (4) (4) (4) (4)
DMPC | 300 61.6 62.6 37.5 36.2 35.7 26.6 27.9 23.1
DMPE | 300 57.6 56.6 35.2 35.2 36.3 26.2 27.6 28.8
DMPE | 330 58.6 - 35.3 35.4 - 26.2 27.9 -
POPE | 300 53.2 56.0 43.8 44.1 41.8 34.9 36.2 30.1

Tab. 11.1: Récapitulatif des parametres pour les membranes de DMPC, DMPE et POPE. Ay, aire par
lipide, Dy, coefficient de diffusion des lipides, dx distance entre atomes X (N, P, C1 ou C2) de chaque
feuillet, dp;; épaisseur membranaire et dj;p, épaisseur hydrophobe de la membrane.

Le premier point a noter est que la température n’a pas de grande influence sur le DMPE,
les distances entre les deux feuillets ne varient pas entre les simulations a 300K et & 330K. Seule
I’aire par lipide, déterminée en divisant la surface de la membrane par le nombre de lipides
constituant un feuillet, augmente légérement avec la température. Ceci peut s’expliquer par le
fait que les temps de simulation sont trop courts pour pouvoir observer des changements de
phase des lipides. Leurs propriétés restent donc similaires dans cette échelle de temps.

Pour le POPE et le DMPC, on peut observer que l'aire par lipide est légerement sous-estimée
(Rand & Parsegian, 1988, 1989). Au contraire, ’aire par lipide de DMPE est sur-estimée. Nous
avons utilisé une méthode isotropique de couplage de la pression. Cette méthode ne permet

pas de grande variation de l'aire dans le plan de la membrane et ne permet pas de spécifier
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une tension de surface (Kandt et al. , 2007). Toutefois, nous sommes partis du principe que les
membranes mises a disposition (DMPC et POPE) étaient déja prééquilibrées et donc que 'aire
par lipide n’avait pas a évoluer. Dans le cas du DMPE, 'aire, bien que légerement surestimée est
proche des valeurs expérimentales. Cette surestimation pourrait étre liée au couplage isotropique
a la pression lors de la phase de production, I'aire de la membrane ne pouvant pas excessivement
varier. Cependant, la phase de production est précédée de 2ns en semi-isotropique d’équilibrage
permettant d’adapter la taille de la boite correspondant initialement & du DMPC aux nouveaux
lipides de DMPE. De plus, lors de la simulation de 2ns supplémentaires de DMPE effectuée avec

un couplage semi-isotropique, 1’aire par lipide ne variait quasiment pas.

Plusieurs distances ont été calculées pour estimer 1’épaisseur des bicouches lipidiques simulées.
Les distances entre premiers carbones des chaines grasses permettent d’estimer I’épaisseur hydro-
phobe des membranes, les distances entre azotes ou phosphates permettent d’estimer 1’épaisseur
totale de la membrane.

L’épaisseur hydrophobe calculée ne varie que tres peu entre DMPE et DMPC et est inférieure
d’environ 8A & celle de POPE. La différence d’épaisseur membranaire totale, quant & elle, reste de
8A entre DMPE et POPE mais passe & 6A entre POPE et DMPC. Ceci en raison de la différence
d’encombrement stérique des tétes polaires, plus grosses pour PC que pour PE. L’utilsation de la
méthode du cut-off joue probablement un réle dans la surestimation de 1’épaisseur hydrophobe
(en augmentant 'ordre des chaines acyles, celles-ci sont plus étendue et donc plus longues).
Toutefois, nous nous intéressons principalement a la différence d’épaisseur membranaire entre
POPE et DMPE. Celle-ci doit étre suffisante pour permettre un mésappariement hydrophobe
une fois le canal inséré et ainsi entrainer des changements conformationnels. Bien que I’épaisseur
du POPE ne soit pas identique aux valeurs expérimentales, sa différence avec le DMPE permet

d’espérer un mésappariement hydrophobe suffisant.

Les résultats sont ici globalement en accord avec les résultats expérimentaux bien que cer-
taines différences soient observables. De plus, la différence d’épaisseur hydrophobe entre POPE
et DMPE est suffisante pour induire un mésappariement hydrophobe, phénomene auquel nous

nous intéressons.

11.2 Influence du canal MscL sur les bicouches lipidiques

Les propriétés des membranes de POPE et de DMPE correspondent a nos criteres : elles
présentent une différence d’épaisseur hydrophobe suffisante. Le canal y a donc été inséré. Dans
la membrane de POPE, le MscL reste stable, tandis que dans la membrane de DMPE, la hauteur
du canal diminue et son diametre augmente. Ces changements de structure seront détaillés dans
le chapitre suivant. Dans le présent chapitre, nous allons décrire 'influence de la présence du

MscL sur les bicouches lipidiques.
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Fig. 11.2: Evolution de I’épaisseur des membranes de POPE et de DMPE, en présence du canal, au
cours du temps. En noir le bulk, en gris les lipides proches du canal. Les courbes sur 5ns représentent le
POPE, celles sur 4ns le DMPE. Les valeurs moyennes sur les différentes simulations en cut-off isotropique
des systemes lipides+MscL sont représentées ici.

Fig. 11.3: Définition des zones “bulk” et “proche” représentées sur la membrane de DMPE. Les lipides
proches sont représentés en Van-der-Waals, bleu et jaune en fonction du feuillet, les lipides du bulk sont
représentés en type “line” coloré en fonction du type d’atome.

11.2.1 Epaisseur membranaire

Nous verrons dans le prochain chapitre que I’épaisseur membranaire influe sur la structure du
canal qui tend, dans certains cas, a ajuster sa hauteur hydrophobe a celle des lipides. Nous avons
vérifié ici si 'inverse était vrai en évaluant 1’épaisseur membranaire au cours du temps, dans le
bulk et pour les lipides proches du canal (fig. 11.2). Nous avons choisi de déterminer comme li-
pides “proches” les lipides dont la téte polaire était & moins de 30A dans le plan de la membrane
du centre de masse du canal (fig. 11.3). La liste des lipides de cette zone est mise a jour a chaque

pas de temps, permettant de connaitre tout au long de la trajectoire les lipides proches du canal.

Pour la membrane de POPE, on observe que son épaisseur est stable tout au long des simu-

lations. Les lipides proches du canal sont moins épais que ceux du bulk, ce qui correspond a une
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11.2. Influence du canal MscL sur les bicouches lipidiques

légere invagination. Nous avons vu (section 11.1) que I’épaisseur du POPE était légerement sur-
estimée, elle est donc légerement supérieure a I’épaisseur d’'une membrane physiologique pour le
MscL de E. coli. Dans ce cas, les interactions favorables entre tétes polaires de lipides et boucles
périplasmiques et les interactions défavorables entre chalnes grasses et parties polaires du canal

semblent étre en faveur d’un réarrangement conformationnel de la membrane plutét que du canal.

Pour la membrane de DMPE, on observe une diminution d’épaisseur du bulk de 1A au début de
la simulation puis cette valeur reste stable. Pour les lipides proches du canal, I’épaisseur subit
une diminution plus importante dans un premier temps (3 A) puis elle remonte progressivement
pour atteindre, au bout d’1 ns, la méme épaisseur que le bulk. Lorsque la hauteur du canal dimi-
nue, les lipides proches vont d’abord suivre le mouvement pour ensuite reprendre une épaisseur
homogene dans toute la membrane. Les interactions défavorables entre chaines grasses et parties
hydrophiles du canal sont en faveur d’un changement conformationnel du canal. Cependant, les
interactions favorables entre les tétes polaires et les résidus de la boucle périplasmique vont dans
un premier temps impliquer un suivi de la diminution d’épaisseur du canal par la membrane.
Puis ces interactions vont étre contrebalancées et la membrane va reprendre son épaisseur, limi-

tant ainsi les contacts entre chaines grasses et parties hydrophiles de la protéine.

11.2.2 Parameétre d’ordre

Nous avons ensuite regardé si le canal influait sur le parametre d’ordre des lipides (fig. 11.4).
Ce parametre a été calculé en ne tenant pas compte de la premiére nanoseconde de simulation,
afin de ne pas tenir compte du biais induit par ’adaptation des lipides au vide laissé lors de

I’insertion du canal.

Pour le POPE , en ’absence du canal, la valeur oscille autour de 0,25 pour la chaine snl et
entre 0,28 et 0,30 pour sn2 du c6té de la téte polaire. Elle diminue jusqu’a 0,15 et 0,18 a la fin
des chaines. Plus cette valeur est élevée plus la chaine est ordonnée. Les résultats semblent donc
qualitativement en accord avec ce que l'on sait des parametres d’ordre des lipides. Les chaines
sont plus désordonnées au centre de la bicouche, 1a ou elles ont le plus de liberté de mouvement.
La diminution du parametre d’ordre observée en milieu de chaine est associée a la double liaison.
Les profils ainsi que 'ordre de grandeur sont tout a fait comparables aux valeurs obtenues par
simulation (Leekumjorn & Sum, 2007).

Pour le DMPE, en ’absence du canal, I’ordre des chalnes snl et sn2 est identique et se situe
entre 0,22 du coté des tétes polaires et 0,10 a la fin des chaines. Les valeurs sont inférieures a
celles du POPE, ce qui est en accord avec le fait que des chaines grasses plus courtes sont plus
mobiles. Le profil est toutefois similaire a la chaine sn2 du POPE, elle aussi saturée. L’ordre de
grandeur ainsi que le profil sont en accord avec les valeurs obtenues pour le DMPC qui possede

les mémes chaines grasses (Sonne et al. , 2007).

En présence du canal, on observe une diminution globale du parametre d’ordre de 0,05 quel

que soit le lipide ou la chaine acyle considéré. Le canal introduit donc un désordre dans les li-
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Fig. 11.4: Parametre d’ordre des lipides avec ou sans présence du canal, a gauche, POPE, a droite
DMPE. En gris, la chaine snl, en noir sn2. Pour les membranes pures, les courbes sont pleines, pour les
membranes en présence du MscL, les courbes sont en pointillés.
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Fig. 11.5: Parametre d’ordre des lipides en fonction du feuillet, & gauche, POPE, & droite DMPE. En
pointillés, la chaine snl, en lignes pleines sn2. En noir, I’ensemble des lipides, en rouge le feuillet externe,
en gris le feuillet interne.
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Fig. 11.6: Parametre d’ordre des lipides en fonction de la proximité au canal, a gauche, POPE, & droite
DMPE. En pointillés, la chaine snl, en lignes pleines sn2. En noir, I’ensemble des lipides, en rouge le
bulk, en gris les lipides proches du canal.
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11.2. Influence du canal MscL sur les bicouches lipidiques

pides, quel que soit leur longueur de chaine. Cette observation est tres intéressante car contraire
a ce que 'on aurait pu attendre. En effet, on a tendance a penser que les lipides prendraient
une conformation particuliere pour intéragir avec la protéine et seraient donc plus ordonnés.
Ce qui est d’autant plus remarquable, c’est que si I'on regarde le parametre d’ordre par feuillet
(fig. 11.5), on s’apercoit que I'insertion de la protéine n’affecte quasiment que le feuillet interne,
les valeurs pour le feuillet externe étant similaires aux valeurs pour des membranes pures (dont
les feuillets interne/externe sont indistingables par leur composition mais aussi par leur ordre).
Ceci peut s’expliquer par I'asymétrie de structure du canal au sein de la membrane, par exemple
par la boucle périplasmique en contact avec le feuillet externe uniquement. Les contacts avec les

deux feuillets ne sont alors pas similaires.

Il est également probable que le canal affecte aussi différemment les lipides qui lui sont proches
et les lipides du bulk, les intéractions courte distance étant plus fortes. La définition des lipides
proches est approximative dans ce cas, car elle est déterminée une seule fois sur la structure
initiale. Or les lipides diffusent dans la membrane, ils ne restent pas au contact du canal tout
au long de la simulation. Toutefois, on peut voir que le canal affecte différemment les lipides de
ces zones (fig. 11.6). Ce phénomene est plus important dans la membrane de POPE que dans
celle de DMPE. La présence de la protéine induit plus de désordre pour les lipides qui lui sont

proches, spécialement au niveau des extrémités des chaines grasses, que pour ceux du bulk.

11.2.3 Coefficient de diffusion

Nous nous sommes aussi intéressés a la diffusion des lipides. Est-ce que la présence de la
protéine affecte cette diffusion, par exemple, en créant des contacts avec les lipides proches,
limitant ainsi leurs mouvements dans le plan de la membrane ? Afin d’étre sir de ne pas tenir
compte du temps nécessaire aux lipides pour s’adapter au vide laissé autour de la protéine lors de
son insertion, la premiere nanoseconde de simulation n’est pas prise en compte dans les calculs.
La figure 11.7 présente un exemple, pour chaque membrane contenant le canal, des coefficients
de diffusion par lipide. Il permet de mettre en évidence les différences de diffusion d’un lipide a
lautre au sein d’'une méme membrane. La table 11.2 présente les valeurs moyennes de diffusion

pour différents groupes de lipides définis plus haut.
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Fig. 11.7: Coefficient de diffusion des lipides (10~°cm?2.s7!) & gauche pour le POPE, & droite pour le
DMPE. En noir, les lipides proches du canal du feuillet externe, en rouge le bulk du feuillet externe, en
bleu les lipides proches du canal du feuillet interne, en vert le bulk du feuillet interne. Les valeurs sont
données pour une simulation de chacun des systemes.
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POPE | DMPE POPE | DMPE
pure 1.67 4.17 totale 3.14 6.71
externe 2.83 7.24 ext. proche 2.81 6.31
interne 2.46 5.91 ext. bulk 2.83 7.41
proche 2.52 5.67 int. proche 2.28 5.20
bulk 2.69 6.78 int. bulk 2.53 6.10

Tab. 11.2: Coefficient de diffusion des lipides (10~°cm?2.s71). Les valeurs moyennes sur I’ensemble des
lipides du groupe et sur les différentes simulations sont données.

La premiere remarque est que les valeurs de cofficient de diffusion observées sont bien
supérieures aux valeurs mesurées pour des systémes modeles : pour une bicouche pure de DMPC
en phase gel, le coefficient de diffusion est de 5.1078c¢m2.s~! (Shechter, 2000), soit 103 fois
inférieur a ce que 'on observe. Ce probleme de diffusion a déja été soulevé dans de précédentes
études (Tieleman et al. , 1997; Lindahl, 2001) et est lié & un temps de simulation trop court.
Cette mesure permet néanmoins d’évaluer des différences de comportement entre deux mem-

branes pour des temps de simulation identiques.

Ce que I'on peut observer dans ce cas, c’est que le canal, n’a pas le méme effet sur les lipides
qui lui sont proches que sur le bulk, ni le méme effet sur les lipides des deux feuillets. Dans des
systemes modeles purs, la diffusion est identique d’un feuillet a ’autre (Shechter, 2000). Comme
pour le parametre d’ordre, cette différence peut s’expliquer par I’asymétrie de structure du canal

au sein de la membrane ainsi que par des interactions courte distance plus fortes.

La présence du MscL perturbe donc la structure des membranes qui I'entourent. La balance
entre changements conformationnels et interactions polaire-apolaire mene, en fonction du type
de lipide, soit a un changement structural de la membrane, entrainant une augmentation de sa

fluidité, soit & un changement structural de la protéine.
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Chapitre 12

Influence de I'épaisseur membranaire
sur la dynamique du canal MsclL de E.
coli

Dans ce chapitre, nous verrons l'influence de 1’épaisseur membranaire sur la structure du
canal mécanosensible MscL. Nous avons ici étudié le canal de E. coli dans des membranes
pré-équilibrées de POPE et de DMPE. Ce travail est basé sur les résultats de Perozo et al.
(2002b), selon lesquels la diminution d’épaisseur membranaire permet d’obtenir un intermédiaire
structural le long du chemin d’ouverture et de diminuer la barriere énergétique d’ouverture.
Deux grands axes ont été utilisés ici pour répondre a deux questions : “Quels sont les effets de
la membrane sur le canal 77 et “Les mouvements induits sont-ils intrinseques ?”. Ce chapitre est
donc découpé en deux grandes parties.

Dans la premiere partie, le comportement de la structure modele proposée par Valadié et al.
(2003), insérée dans les membranes, sera détaillé. Il est a noter qu’une partie des résultats
présentés ici reprend des simulations effectuées par Hélene Valadié lors de sa these (Valadié,
2003) et par Andreas Stadler, stagiaire au laboratoire (Stadler, 2003).

Dans la seconde partie, les mouvements principaux obtenus par analyse en composante principale
des ces trajectoires seront comparés aux mouvements obtenus par analyse de mode normaux de
la structure du canal.

L’ensemble du travail présenté ici a donné lieu a un article!.

12.1 Influence des bicouches lipidiques sur le canal MscL

12.1.1 Stabilité du MscL de E. coli dans du POPE

Le Mscl, privé du domaine Cterminal, a été simulé dans une membrane équilibrée de POPE.
Le positionnement de la protéine dans la membrane, initialement défini par les résidus L86 et
187 a l'interface entre les deux feuillets, reste stable tout au long des simulations (fig. 12.1).

Les contacts entre les tétes polaires des lipides et les boucles périplasmiques et les extrémités

Debret, G, Valadié, H, Stadler, A M, & Etchebest, C. 2007. New insights of membrane environment effects
on MscL channel mechanics from theoritical approaches, Proteins, (In press)

85



Chapitre 12. Epaisseur membranaire

Fig. 12.1: Eco-MscL dans POPE en début (t=0ps) et fin (t=5bns) d’une simulation. La protéine est
représentée en type cartoon, colorée selon sa structure secondaire. Les résidus L86 et I87 sont représentés
en Van-der-Waals jaune. Les lipides sont en transparence et les atomes P sont en Van-der-Waals.

N- et Cterminales sont conservées tout au long des simulations. La région transmembranaire ne
subit pas de réarrangement significatif. Ces différents points confirment un placement approprié
de la protéine par rapport a la membrane et au solvant.

Les caractéristiques étant similaires d’'une simulation a l'autre, seules les moyennes pour les

différents parametres seront décrites par la suite.

La structure du canal reste relativement stable durant les simulations, comme lillustre
le RMSd des atomes Ca (fig. 12.2.a). Apres 3,5 ns, le RMSd atteint un plateau de 3,8 A.
Chaque région de la protéine contribue différemment a cette valeur : comme attendu, les boucles
périplasmiques contribuent a la majeure partie de la déviation (3,5 A), tandis que les hélices TM1
et TM2 ne dévient que de 2,5 A de la conformation initiale. De telles valeurs de RMSd ont déja
été observées pour le MscL de M. tuberculosis (Gullingsrud et al. , 2001; Elmore & Dougherty,
2001) et pour d’autres protéines membranaires (Capener et al. , 2000; Sotomayor & Schulten,
2004), dans des environnements membranaires, utilisant différents protocoles. Les écarts-type

(non représentés) sont faibles, c’est a dire que les valeurs sont stables d’une simulation a lautre.
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Fig. 12.2: a) Moyenne du RMSd sur les Ca du MscL dans du POPE. En noir, sur l’ensemble de la
protéine, en bleu les boucles périplasmiques, en rouge les hélices TM1 et en vert les hélices TM2. b) RMSf
sur les Ca du MscL dans du POPE. La moyenne sur les simulations et les monomeres est représentée
avec les déviations standards.
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12.1. Influence des bicouches lipidiques sur le canal MscL

La figure 12.2.b montre le profil de fluctuations du canal. On observe des différences d’ampli-
tude montrant une perte de symétrie du canal. Toutefois, les profils restent les mémes pour les
différents monomeres. Les fluctuations les plus significatives se situent essentiellement au niveau

de la partie Ncap de la boucle périplasmique et des extrémités N- et Cterminales.
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Fig. 12.3: Représentation des structures secondaires de hélices TM1 et TM2 du MscL au cours du temps
dans une des simulations dans du POPE.

L’analyse des structures secondaires (fig. 12.3) au cours de la simulation confirme la stabilité
des hélices transmembranaires, qui restent largement repliées en hélices a. Quelques pertes de
structure secondaire peuvent parfois étre tout de méme observées dans les extrémités des hélices,

probablement en raison de ’absence d’ancrage due a ’absence de structures N- et Cterminales.

Ces analyses montrent que malgré de 1égers réarrangements, la structure reste stable dans une
membrane de POPE. Le choix d’'une membrane de POPE pour mimer I’environnement du canal

était donc justifié. Ces résultats confirment aussi la stabilité du modele construit.

12.1.2 Changements conformationnels dans du DMPE

Le canal a été placé dans la membrane suivant le méme protocole que dans POPE. Quelque
soient les simulations, les deux résidus de référence L86 et I87 restent globalement au centre de
la membrane (fig. 12.4).

Un grand nombre de simulations a été réalisé sur ce systeme pour évaluer I'influence putative
des conditions de simulation sur les résultats, menant a plus de 50 ns de temps cumulé. Méme si
des différences existent entre les simulations, le comportement global du systéme reste similaire.
Comme précédemment, les moyennes sont donc présentées ici.

Contrairement aux simulations dans le POPE, de larges réarrangements structuraux peuvent
étre observés dans le DMPE, comme l'indiquent les valeurs de RMSd sur les Ca (fig. 12.5.a)
atteignant plus de 6 A. L’analyse des contributions de chaque domaine confirme les différences
avec les simulations dans du POPE. Les déviations sont plus grandes pour chaque domaine et
spécialement pour les hélices transmembranaires. Le profil de fluctuation le long de la séquence

(fig. 12.5.b) montre un profil similaire a celui dans le POPE mais avec des valeurs plus impor-
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Chapitre 12. Epaisseur membranaire

Fig. 12.4: Eco-MscL. dans DMPE en début (t=0ps) et fin (t=4ns) d’une simulation. La protéine est
représentée en type cartoon, colorée selon sa structure secondaire. Les résidus L86 et I87 sont représentés
en Van-der-Waals jaune. Les lipides sont en transparence et les atomes P sont en Van-der-Waals.

0,5

& 2 =
() w [

Fluctuation (nm)

o
i

0 1000 2000 3000 4000
Time (ps)

I ’|
I|III

20

30

40

50

60 70 80 90 100 110
Residu

Fig. 12.5: a) Moyenne du RMSd sur les Ca du MscL dans du DMPE. En noir, sur ’ensemble de la
protéine, en bleu les boucles périplasmiques, en rouge les hélices TM1 et en vert les hélices TM2. b) RMSf
sur les Ca du MscL dans du DMPE. La moyenne sur les simulations et les monomeres est représentée

avec les déviations standards.

tantes. La variabilité de fluctuation d’un monomere est aussi plus importante que dans le POPE,

appuyant d’autant plus la perte de symétrie du canal.

Ces grands changements structuraux viennent clairement du changement d’environnement, et

donc de la diminution d’épaisseur membranaire. Certaines régions de la protéine sont soumises a

des environnements physico-chimiques différents. Par exemple, les extrémités des hélices trans-

membranaires sont en contact avec un milieu polaire. Ceci va entrainer des mouvements au sein

de la structure pour réduire ces contacts défavorables. Il faut noter que la majorité des struc-

tures secondaires est conservée malgré des cassures localisées principalement au centre des TM1

(fig. 12.6), indiquant une perturbation des liaisons hydrogenes, concommittant avec la formation

d’un coude au sein de I’hélice (voir section 12.1.4).

12.1.3 Inclinaison des hélices

Nous avons analysé différents criteres géométriques pour mieux comprendre la nature des

modifications entrainées par la diminution d’épaisseur membranaire. L’angle d’inclinaison des
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Fig. 12.6: Représentation des structures secondaires de hélices TM1 et TM2 du MscL au cours du temps
dans une des simulations dans du DMPE.

hélices (ou tilt) est défini comme l'angle entre la normale & la membrane et I’axe d’inertie de
I'hélice considérée (fig. 12.7). Il est connu que ce critere est relié a I’épaisseur membranaire (Park
& Opella, 2005). En effet, Pangle moyen de tilt augmente fortement de 35 a 50 “ pour les TM1
et de 35" a 45 ° pour les TM2 dans le DMPE.

—X .
% & ouipdf o B odeg 0 hSlwe o
Fig. 12.7: Représentation de ’angle d’inclinaison et de la hauteur des hélices.

Pour nous permettre de mieux corréler cette valeur a ’épaisseur membranaire et pouvoir ob-
server le positionnement des boucles périplasmiques, nous avons choisi de représenter la hauteur
des hélices transmembranaires, c’est a dire la distance entre les extrémités de 1’hélice projetée
sur la normale & la membrane (fig. 12.8).

Dans le POPE, la hauteur des hélices transmembranaires ainsi que le positionnement de la
boucle et I’épaisseur de la membrane sont stables au cours du temps et peu de variations sont
observables d’une simulation et d’un monomere a ’autre.

Dans le DMPE, la hauteur des hélices transmembranaires diminue fortement (“3A) dans les
premiers instants de la simulation. La distance de la boucle par rapport aux extrémités opposées
des hélices transmembranaires diminue aussi fortement. Ceci est lié a un abaissement de leur
point d’ancrage, lié a l'inclinaison des hélices mais aussi d’un changement conformationnel au

sein méme de la boucle.
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Fig. 12.8: Evolution de la hauteur des hélices transmembranaires, du positionnement de la boucle et
de I’épaisseur membranaire au cours des simulations a) dans du POPE, b) dans du DMPE. Les valeurs
moyennes sur les simulations sont représentées ici. En noir les lipides au contact du canal, en jaune les
lipides du bulk, en bleu la boucle périplasmique, en rouge les hélices TM1 et en vert les hélices TM2.

12.1.4 Cassure des hélices

Les angles de tilt décrits ci-dessus sont calculés en considérant les hélices comme des corps
rigides et en calculant ’axe d’inertie du cylindre ainsi formé. Il en est de méme pour la hauteur
des hélices. Les hélices sont en fait fléxibles et déformables. La plupart des déformations sont
liées a des cassures locales au niveau des structures secondaires. L’angle formé au sein de I'hélice
a donc été calculé (fig. 12.9)
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Fig. 12.9: Evolution de I'angle de cassure des hélices transmembranaires. Les valeurs moyennes sur les
monomeres et simulations sont présentées. En pointillé : dans le POPE, en lignes pleines : dans le DMPE.
En noir : hélices TM1, en gris : hélices TM2.

Un coude peut étre observé tout au long des simulations, aussi bien dans le POPE que dans
le DMPE pour les hélices TM1 et TM2. Dans le POPE, les valeurs d’angle restent assez stables
au cours du temps, ne dépassant pas 25 ° . Dans le DMPE, les valeurs des angles sont supérieures
a celles du POPE (supérieure de 10 en fin de simulations), mais ce qui est le plus notable est
I’augmentation significative pour les hélices TM1. Une grande différence entre POPE et DMPE
réside aussi dans la variabilité. La valeur d’angle de kink peut atteindre jusqu’a 68 ° pour certains

monomeres dans les simulations dans du DMPE.
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Lorsque 'on regarde le positionnement du point cassure des hélices, on s’apercoit qu’il se si-
tue au niveau de G30 dans plus de 70% des cas. Ce résidu tres flexible se situe a coté du
résidu fonctionnellement important K31 (Blount et al. , 1997; Levin & Blount, 2004; Li et al. ,

2004) et est lui-méme sujet & de nombreuses mutations entrainant un changement de phénotype.

La question que l'on peut se poser est “cette pliure des hélices entraine-t-elle une cassure des
liaisons hydrogenes au sein des hélices 7”. Lorsque I'on regarde 1’évolution des structures secon-
daires au cours du temps (fig. 12.3 et 12.6), on s’apercoit que quel que soit la membrane (POPE
ou DMPE) les hélices TM2 ne subissent pas de cassure des liaisons hydrogenes, ce qui n’est pas
le cas pour les TM1. Nous définirons donc comme courbure de I'hélice une déformation n’en-
trainant pas de cassure dans le faisceau de liaison hydrogene, en opposition a cassure de I’hélice
lorsque des cassures du faisceau de liaisons hydrogenes peuvent étre observées. On observe au
cours des simulations une courbure des hélices TM2 et une cassure des hélices TM1, ce qui est
en accord avec les observations de Valadié et al. (2003). Les changements conformationnels des
hélices transmembranaires, permettant de minimiser les contact défavorables entre extrémités
des hélices et milieu polaire, sont donc une association entre inclinaison et pliure des hélices

entralnant une diminution de leur hauteur au sein de la membrane.

12.1.5 Rotation des hélices

Les hélices TM2 ne subissent pas de cassure des liaisons hydrogenes. Bien que subissant une
courbure, leur structure reste donc tres stable et solide. En terme de rotation autour de l'axe
d’inertie, elles peuvent donc étre considérées comme un bloc unique subissant une méme rotation
axiale. En ce qui concerne les TM1, la cassure des liaisons hydrogenes de certaines de hélices
permet une relative indépendance de rotation axiale entre les deux sous-hélices situées de part
en part du point de cassure. Les hélices TM1 sont donc considérées comme deux blocs distincts
(Ncap-TM1 et Ccap-TM1).
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Fig. 12.10: Rotation des hélices au cours du temps dans le POPE (gauche) et le DMPE (droite). En
gris foncé : V23 (Ncap-TM1), en noir : L36 (Ccap-TM1), en gris clair : I87 (TM2). Les valeurs moyennes
sur les simulations et monomeres sont représentées.

La rotation axiale d’un résidu appartenant a chacun des blocs prédéterminés a été calculée
(fig. 12.10). Dans le POPE, on observe une rotation horaire de 10 * des hélices transmembranaires

(légerement moins pour I’hélice Ncap-TM1) dans les tous premiers temps de la simulation puis
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leur orientation reste stable au cours de la simulation. Dans le DMPE, on observe une rotation
progressive sur la premiere nanoseconde de 30 ° de I’hélice TM2 et de I’hélice Ccap-TM1. La
rotation de I’hélice NcapTM1 est plus faible (710 ). Il y a donc bien indépendance de mouvement
entre les deux parties de I’hélice TM1, ce qui pourrait expliquer I’absence de changements de
résidus exposés a la lumiere du pore dans la partie supérieure de I'hélice TMI1, associé a un
changement dans la partie inférieure, observés par les expériences de SCAM (Bartlett et al. ,
2004).

Les résultats obtenus ici soutiennent 1'’hypotheése de Perozo et al. (2002a) selon laquelle les
hélices subiraient une rotation horaire lors de 'ouverture bien que les valeurs d’angle observées
soient bien inférieures a celles obtenues expériementalement lors d’une ouverture complete du

canal.

12.1.6 Elargissement du canal

Les mouvements subis par les hélices transmembranaires affectent les dimensions du canal.
Son rayon de gyration dans le plan de la membrane (fig. 12.11) augmente de plus de 12%
dans le DMPE mais reste stable dans le POPE. Cet élargissement global est en accord avec un
mouvement d’ouverture similaire & celui proposé par Sukharev et al. (2001b) bien que celui que
nous observons soit trés en deca de ce qui serait nécessaire pour obtenir un canal complétement

ouvert.

L ; | : | | | ; | ; 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
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Fig. 12.11: Evolution du rayon de gyration du canal dans le plan de la membrane. Les valeurs données
sont des moyennes sur les simulations : en gris dans le POPE, en noir dans le DMPE.

12.1.7 Profil du pore

L’ensemble des résultats précédents (inclinaison, rotation et cassure des hélices, diminution
de la hauteur du canal et élargissement de son diametre) vont dans le sens d’'un mouvement
d’ouverture du canal. La question que 'on se pose alors est “Le canal est-il ouvert ?”. D’une
maniere tres intéressante, bien que les parametres étudiés précédemment évoluaient de maniere
similaire d’une simulation a I'autre, le profil du pore obtenu en fin de chacune de ces simulations
est tres différent (fig. 12.12). Dans deux cas sur trois, le diametre minimal du pore diminue tres

légerement et la région de constriction se rapproche de I'extrémité cytoplasmique du pore. Dans
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la derniere simulation, la région de constriction s’élargit pour conduire & un pore de diametre

similaire ("8 A) sur toute sa hauteur.

3ns

02 46 8 0246 8

4ns

=l 52 53

Fig. 12.12: Evolution du profil du pore dans le DMPE. Trois exemples sont présentés ici, en noir, le
profil en fin de simulation, en gris celui en début de simulation, en haut & 3 ns, en bas a 4 ns.

12.1.8 Contributions énergétiques

La figure 12.13 présente les énergies entre les différents domaines de la protéine entre eux
et avec 'environnement. Bien que les valeurs ne soient pas comparables car les systemes sont
différents, on peut analyser les tendances et les profils de variation.

Dans le POPE, apres les 500 ps, la plupart des termes sont extrémement stables, parti-
culierement les contributions internes qui stabilisent la structure du canal (TM1-TM1, TM1-
TM2, TM1-boucle, TM2-TM2, TM2-boucle et boucle-boucle). Seuls les termes liés & I'interaction
avec I’environnement augmentent légerement. L’environnement s’adapte progressivement au ca-
nal sans perturber sa structure. Ceci confirme la stabilité de la structure et la validité du modele.
Dans le DMPE, malgré les changements conformationnels observés, les interactions qui stabi-
lisent le canal sont maintenues. En particulier les interactions entre les domaines tansmembra-
naires sont relativement stables. Les changements principaux sont liés aux termes impliquant
la boucle périplasmique. Par contre, de grands changements sont observés pour les interactions
entre le canal et la membrane, tout au long des simulations. Les interactions entre la membrane
et les régions transmembranaires ou les boucles sont renforcées au détriment des interactions
avec le solvant. Les interactions entre solvant et hélice TM1 restent stables, 'ouverture du pore

et 'enfouissement du canal dans la membrane se compensant dans le terme énergétique.

12.1.9 Mouvements d’ouverture?

Bien que la structure proposée dans le modele d’ouverture du canal de Sukharev et al.

(2001b) soit différente de la structure utilisée ici, les mouvements décrits sont similaires : in-
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Fig. 12.13: Evolution des énergies moyennes d’intéraction le long des simulations de POPE (gauche)
et DMPE (droite). a), c) intéractions entre sous-domaines, b), d) intéractions entre sous-domaines et
environnement. Les moyennes sont faites sur les monomeres et simulations.

clinaison des hélices, élargissement du diametre global du canal, ouverture du pore composé
uniquement des hélices TM1. Toutefois, les résultats obtenus ici sont en faveur d’une rotation
des hélices, comme le suggerent Perozo et al. (2002a). De plus, la cassure de certaines hélices
transmembranaires soutient I’hypothese des hélices non corps rigide soutenue par Valadié et al.
(2003). Les contributions énergétiques ainsi que les fortes déviations observées dans les boucles
périplasmiques suggerent une importance de cette région dans la dynamique du canal, qui n’est
pas du tout mise en évidence dans le modele d’ouverture proposé mais qui a été soulignée a de
nombreuses reprises (Park et al. , 2004; Meyer et al. , 2006).

Les mouvements que nous observons dans la membrane de DMPE sont donc des mouvements
d’ouverture mais ne permettent pas d’obtenir un canal completement ouvert. La structure ob-
tenue est un intermédiaire structural le long du chemin d’ouverture. Nous avons donc réussi a
reproduire les effets d’une diminution d’épaisseur membranaire décrits expérimentalement par
Perozo et al. (2002b), mais avec un niveau de résolution plus élevé.

Elmore & Dougherty (2003) avaient déja tenté de simuler le canal dans des membranes d’épaisseur
variable, mais n’avaient pas réussi a obtenir de mouvements d’ouverture. Cependant, ils étudiaient

le canal de M. tuberculosis, incluant le domaine cytoplasmique et avaient choisi de simuler une
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diminution graduelle de la membrane, diminuant progressivement au cours des simulations la
taille des chaines grasses des lipides. Le fait que le canal de E. coli soit plus facile & ouvrir (Mau-
rer et al. , 2000) et que nous ayons simulé dans des membranes pré-équibilibrées, se rapprochant
plus des conditions expérimentales (Perozo et al. , 2002b), sont deux explications possibles des

différences de résultats observés.

12.1.10 Observations et choix des parameétres

On peut se demander dans quelle mesure le choix des parametres de simulation influencent
les résultats observés. Nous avons effectué de nombreuses simulations dans différentes conditions
(modification des vitesses initiales, de la température, des contraintes de structures secondaires,
du traitement électrostatique, du couplage a la pression). Dans tous les cas, nous observons des
résultats similaires et les conclusions quant a la réponse au mésappariement hydrophobe sont
semblables. La différence observée entre ces simulations est le temps nécessaire pour atteindre
un plateau mais les tendances et amplitudes sont similaires. Le choix des parameétres n’a donc

pas d’influence sur les conclusions tirées.

12.2 Les Mouvements induits sont-ils intrinseques ?

12.2.1 Analyse en composantes principales des trajectoires

L’analyse en composantes principales permet de souligner les mouvements concertés de
grande amplitude. Les différentes trajectoires dans chaque environnement ont été concaténées
et analysées de cette facon. Nous nous sommes intéressés aux déplacements des Car pour mieux

comprendre les mouvements globaux.
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Fig. 12.14: Participation cumulée des vecteurs propres issue de I'analyse en composantes principales au
mouvement global dans les trajectoires, dans le POPE (lignes pleines) et dans le DMPE (pointillés).

Dans le POPE, les 10 premiers vecteurs propres de ’analyse en composantes principales
contribuent & plus de 85% du mouvement global, la plus grande contribution étant due au
premier vecteur, qui concentre plus de 70% du mouvement total de la protéine (fig. 12.14). Les

mouvements associés a ce vecteur concernent principalement les extrémités N- et Cterminales,
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ainsi que les boucles périplasmiques dans une moins grande mesure (fig. 12.15). Les hélices
transmembranaires restent tres stables. Ceci illustre que sur cette échelle de temps, le MscL ne

présente pas de grands mouvements concertés dans le POPE.

Fig. 12.15: Mouvements associés au ler vecteur propre dans le POPE. La structure du canal est
représentée en tubes gris et les mouvements sont représentés par des fleches indiquant la direction et
proportionnelles & 'amplitude. Vue de coté et de dessous (coté cytoplasmique).

Dans le DMPE, 98% du mouvement global peut étre décrit avec seulement 4 vecteurs propres,
les vecteurs 1 et 3 contribuant respectivement a 55% et 35%. L’amplitude de mouvement associée
avec ces deux vecteurs est légerement plus grande que celle du premier vecteur issu de ’analyse
en composantes principales des trajectoires dans du POPE (fig. 12.16) et largement plus grande
que les suivants.

Malgré le fait que les régions concernées par les mouvements dans les premiers vecteurs
propres de POPE et DMPE (c’est a dire les extrémités N- et Cterminales et moindrement les
boucles périplasmiques) soient les mémes, le type de mouvements est différent. Dans le DMPE,
les extrémités cytoplasmiques montent vers la membrane tandis que les boucles descendent et
tendent & s’enfouir a l'intérieur du pore (fig. 12.17). Contrairement au POPE, les régions trans-
membranaires subissent des directions de mouvement vers I’extérieur et semblant engendrer une
inclinaison des hélices (les extrémités cytoplasmiques remontent les périplasmiques descendent).
Les mouvements menent principalement & une compression verticale grace a une inclinaison des
hélices et un élargissement dans le plan de la membrane du canal. Ceci illustre le fait que les
déformations touchant le canal sont principalement des mouvements d’ouverture.

Dans le but de mieux caractériser les similarités et les différences de comportement dans
chaque environnement, nous avons comparé les directions de mouvements en projetant les vec-
teurs propres calculés dans le POPE (POPE-PCA) et dans le DMPE (DMPE-PCA). De grandes
valeurs de projection indiquent des similarités dans les mouvements concertés du canal dans les
deux membranes. Aussi, nous pouvons déduire quels sont les mouvements associés putativement
intrinseques, c’est a dire ne dépendant pas de I’environnement.

La figure 12.18.a montre les valeurs de projection entre les 30 premiers vecteurs propres. Le
plus grand recouvrement est de 0,33 et est obtenu entre DMPE-PCA v3 (3éme vecteur propre)
et POPE-PCA v4 (4éme vecteur propre). Leur collectivité est respectivement de 43% et 46%,
c’est a dire que la moitié des résidus est significativement affectée. Les mouvements décrits sont

assez similaires (fig. 12.18.b) et correspondent & un enfouissement des boucles associé & un tilt
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Fig. 12.16: Amplitude des mouvements associés aux vecteurs propres décrits, c’est & dire (de haut
en bas), POPE-vl, DMPE-vl et DMPE-v3. La moyenne sur les monomeres ainsi que la variance sont
représentées. La position des hélices TM est indiquée en grisé.

Fig. 12.17: Mouvements associés au ler (gauche) et 3¢me (droite) vecteurs propres dans le DMPE. Les
mouvements par des fleches indiquant la direction et proportionnelles a 'amplitude. Vue de coté et de
dessous (coté cytoplasmique).

des hélices transmembranaires et & une montée des extrémités Ctermminales vers le centre de la

membrane. De tels mouvements sont présents dans les deux systémes mais son amplifiés dans le
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Fig. 12.18: a) Recouvrement entre vecteurs propres issus des trajectoires de POPE et de DMPE. Seuls
les recouvrements supérieurs a 0,30 sont représentés. b) Représentation des mouvements associés & POPE-
PCA v4 (bleu) et DMPE-PCA v3 (rouge), les deux vecteurs propres ayant un recouvrement supérieur a
0,30.

DMPE (I'amplitude dans le DMPE est a peu pres trois fois supérieure a celle dans le POPE).
On n’observe pas, outre ces deux vecteurs propres, de recouvrement significatif entre POPE-
PCA et DMPE-PCA. Il y a donc une différence significative entre les deux environnements.

Ceci confirme le role important des lipides dans la dynamique du MscL.

12.2.2 Comparaison PCA - NMA

Nous avons ensuite voulu comparer les résultats obtenus précédemment dans le laboratoire
par analyse en modes normaux de la structure (Valadié et al. , 2003) et ceux issus de 'analyse en
composantes principales. La projection des modes a donc été effectuée sur les vecteurs propres

issus des deux systemes.
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Fig. 12.19: a) Recouvrement entre vecteurs propres issus des trajectoires de POPE et modes issus
de l'analyse en modes normaux. Seuls les recouvrements supérieurs a 0,30 sont représentés. b) et c)
Représentation des mouvements associés & POPE-PCA v8 (bleu) et NMA v12 (vert) d’une part et
POPE-PCA v12 et NMA v15 d’autre part, les vecteurs propres ayant des recouvrements supérieurs a
0,30.

Pour POPE-PCA, seulement deux vecteurs propres présentent un recouvrement significatif
avec les modes (fig. 12.19.a) : POPE-PCA v8 avec NMA v12 et POPE-PCA v12 avec NMA
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v15 ont un recouvrement respectivement de 36,5% et 39,5%. Les mouvements associés avec ces
vecteurs sont représentés dans les figures 12.19.b/c. Bien que présentant plus de bruit dans le
POPE, les mouvements présentent des directions similaires. Pour POPE-PCA v8 et NMA v12,
les mouvements se situent principalement au niveau des boucles périplasmiques qui pour deux
monomeres sur cinq rentrent dans le pore et pour les trois autres se rabattent sur les cotés du
canal. Pour POPE-PCA v12 et NMA v15, on peut observer dans les deux cas des rotations
similaires des moitiés cytoplasmiques et périplasmiques du canal dans des directions opposées,
respectivement dans le sens anti-horaire et horaire. Les mouvements décrits ici ne permettent
pas d’atteindre un état ouvert du canal. Ces résultats sont donc en accord avec le fonctionnement
mécanique du canal qui nécessite une tension pour s’ouvrir.

Un plus grand nombre de vecteurs propres de DMPE-PCA présentent une similarité signi-
ficative avec les modes NMA (fig 12.20). Cing recouvrements de plus de 0,33 sont retrouvés :
DMPE-PCA v1, v3, v10, v17 et v20 avec NMA v7, v27, v16, v22 et v13 respectivement (fig.
12.21). Le plus grand recouvrement est de 0,49 pour DMPE-PCA v3 et NMA v27. Les mouve-
ments associés correspondent a une compression et un élargissement du canal ainsi qu’'une légere
inclinaison des hélices (voir plus haut et section 12.2.1). Le recouvrement suivant est 0,35 et cor-
respond aux vecteurs DMPE-PCA v1 et NMA v7. Les mouvements décrits ici correspondent
aussi a une compression du canal mais l'inclinaison des hélices est plus importante et on peut
aussi observer des mouvements entrainant la cassure des hélices transmembranaires au niveau
du milieu du canal (niveau du kink observé pendant les simulations).

De maniere tres intéressante, les modes concernés par ces deux plus grands recouvrements sont
des modes symétriques. De plus, les modes de plus faible recouvrement (DMPE-PCA v10 et v20
avec NMA v16 et v13 de recouvrement 0,33, DMPE-PCA v17 avec NMA v22 de recouvrement
0,32) correspondent a des mouvements de plus faible collectivité, ne touchant principalement
que les extrémités cytoplasmiques ou les boucles périplasmiques et n’affectant que peu les parties
transmembranaires.

Le fait que le recouvrement entre le premier mode de NMA (v7, les six premiers correspon-
dant & des mouvements de rotation et translation globaux de la protéine) et le premier vecteur
propre de DMPE-PCA est intéressant et important. Cela signifie que la réponse du canal au
changement d’épaisseur membranaire n’est pas artéfactuelle mais est vraiment due a la struc-
ture elleeméme. En comparaison du POPE, I’environnement de DMPE permet d’amplifier les
vibrations intrinseques de la protéine et de la conduire dans un état approprié le long du chemin

d’ouverture.

Cette comparaison entre mouvements harmoniques et anharmoniques permet de montrer que
la membrane influence la structure du canal mais ne modifie pas son comportement mécanique
naturel. Elle ne fait qu’amplifier des mouvements spécifiques. Elle permet aussi de valider I'ap-
proximation faite dans la méthode Tirion (1996), utilisée ici pour calculer les modes normaux.
Cette méthode arrive a reproduire des mouvements décrits par des simulations tout atome te-

nant compte de I’environnement.
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Fig. 12.20: Recouvrement entre vecteurs propres issus des trajectoires de DMPE et modes issus du
I'analyse en modes normaux. Seuls les recouvrements supérieurs a 0,30 sont représentés.
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Fig. 12.21: Représentation des mouvements associés & DMPE-PCA (rouge) et NMA (vert) ayant des
recouvrements supérieurs a 0,30.
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Chapitre 13

Différences de mécanosensibilité en
fonction de lI'espece

La tension nécessaire pour ouvrir le canal MscL. de M. tuberculosis est deux fois plus grande
que celle pour ouvrir E. coli (Maurer et al. , 2000). Perozo et al. (2002b) ont montré qu'un
mésappariement hydrophobe permettait d’obtenir une structure du MscL intermédiaire le long
du chemin d’ouverture. Les résultats que nous obtenons sur le MscL de F.c oli sont en accord avec
cette observation. Or, Elmore & Dougherty (2003) n’ont pas pu obtenir in silico de structure in-
termédiaire de M. tuberculosis dans des membranes présentant un mésappariement hydrophobe.
Il se pourrait, que la différence de sensibilité au mésappariement hydrophobe observée soit liée
a la différence de mécanosensibilité. Nous avons donc étudié le MscL de M. tuberculosis dans les
mémes conditions que celui de E. coli afin de tester 'influence des parametres et conditions de
simulation de la membrane sur la réponse du MscL et comprendre les différences d’observations
de Elmore & Dougherty (2003). Ceci permettait, de plus, de caractériser le cas échéant la struc-
ture de 'intermédiaire de M. tuberculosis ou au contraire d’analyser les différences de séquence
et/ou de structure pouvant expliquer les différences de comportement.

Le travail présenté dans ce chapitre donnera lieu a un article en cours de rédaction.

13.1 Stabilité du MscL de M. tuberculosis dans le POPE

Le MscL de M. tuberculosis délété apres le résidu 103 a tout d’abord été simulé dans une

membrane de POPE afin de tester sa stabilité et ainsi valider la structure et les conditions de
simulation utilisées.
Le canal reste extrément stable tout au long des simulations (fig. 13.1). Les résidus L81 et 182
restent a I'interface entre les feuillets, les contacts des boucles périplasmiques et des extrémités N-
et Cterminales avec les lipides restent inchangés et les structures secondaires restent tres stables
(fig. 13.2). Aucun changement conformationnel important n’est donc induit par la membrane.
Meéme si la composition membranaire chez M. tuberculosis est différente de celle de E. coli, il
semble que Th-MscL s’accommode aisément de tels lipides.

Cette grande stabilité est confirmée par le RMSd et le RMSf des atomes Ca (fig. 13.3). Les
hélices transmembranaires ne bougent que tres peu, la majorité des mouvements se situant au

niveau de la boucle périplasmique.
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Chapitre 13. Espece et mécanosensibilité

Fig. 13.1: Tb-MscL dans POPE en début (t=0ps) et fin (t=5ns) d’une simulation. La protéine est
représentée en type cartoon, colorée selon sa structure secondaire. Les résidus L81 et 182 sont représentés
en Van-der-Waals jaune. Les lipides sont en transparence et les atomes P sont en Van-der-Waals.
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Fig. 13.2: Représentation des structures secondaires des hélices TM1 et TM2 du MscL de M. tuberculosis
au cours d’une simulation dans du POPE.
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Fig. 13.3: a) Moyenne du RMSd sur les Ca du Th-MscL dans du POPE. En noir, sur Pensemble de la
protéine, en bleu les boucles périplasmiques, en rouge les hélices TM1 et en vert les hélices TM2. b) RMSf

sur les Ca du Th-MscL dans du POPE. La moyenne sur les simulations et les monomeres est représentée
avec les déviations standards.

13.2 Comportement du MscL de M. tuberculosis dans le DMPE
13.2.1 Comportement général

Comme pour les simulations dans le POPE, la position des résidus L81 et 182 du Th-MscL a

été suivie au cours des simulations. Le positionnement par rapport & la membrane reste identique
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sur ’ensemble des trajectoires. De plus, contrairement au Eco-MscL, le Th-MscL semble rester
stable tout au long des simulations (fig. 13.1). L’agencement et les structures secondaires des
hélices transmembranaires (fig. 13.5) ne sont quasiment pas modifiés. Les boucles périplasmiques

et les extrémités N- et Cterminales restent en contact avec le solvant malgré des réorganisations.

Fig. 13.4: Tbh-MscL dans DMPE en début (t=0ps) et fin (t=>b5ns) d’une simulation. La protéine est
représentée en type cartoon, colorée selon sa structure secondaire. Les résidus L81 et I82 sont représentés
en Van-der-Waals jaune. Les lipides sont en transparence et les atomes P sont en Van-der-Waals.
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Fig. 13.5: Représentation des structures secondaires des hélices TM1 et TM2 du MscL de M. tuberculosis
au cours du temps dans une simulation dans du DMPE.

La stabilité de la structure est confirmée par le RMSd et le RMSf des Ca.. Le RMSd pour les
hélices transmembranaires est identique a celui obtenu dans le POPE. Seul le RMSd des boucles
périplasmiques augmente pour atteindre un plateau & pres de 6A. Ces valeurs sont identiques
a celles précédemment obtenues pour des simulations du Th-MscL (Gullingsrud et al. , 2001;
Elmore & Dougherty, 2001). Les profils de fluctuations confirment cette observation. Les plus
grandes fluctuations se situent dans les boucles périplasmiques et dans les extrémités N- et
Cterminales tandis que les hélices transmembranaires ne fluctuent que tres peu. Les déviations
standards tres faibles montrent que ceci est vrai pour tous les monomeres dans chacune des

simulations.

13.2.2 Inclinaison et hauteur des hélices

Ces premieres observations montrent que la structure du Th-MscL ne semble pas étre mo-
difiée au cours des simulations. Les hélices transmembranaires restent tres stables, aussi bien
en terme de structure que de déplacement. On ne s’attend donc pas & observer de changement
dans l'inclinaison des hélices transmembranaires.

En effet, I'inclinaison des hélices transmembranaires reste assez stable au cours du temps (fig.
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Fig. 13.6: a) Moyenne du RMSd sur les Ca du Th-MscL dans du DMPE. En noir, sur ’ensemble de
la protéine, en bleu les boucles périplasmiques, en rouge les hélices TM1 et en vert les hélices TM2. En
pointillé, est rappelé I’équivalent pour Eco-MscL dans du DMPE. b) RMSf sur les Ca du Th-MscL dans
du DMPE. La moyenne sur les simulations et les monomeres est représentée avec les déviations standards.
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Fig. 13.7: Evolution du tilt (gauche) et de la hauteur (droite) des hélices transmembranaires au cours
des simulations de Th-MscL dans du DMPE. La hauteur de la boucle et de I’épaisseur membranaire sont
aussi représentées. Les valeurs moyennes sur les simulations sont représentées ici.

13.7), augmentant tres légerement de 3 ° et passant ainsi de 34 ° a 37 " pour les TM2 et de 37" a
40 ° pour les TM2.

En terme de hauteur (cf section 8.3.2), les hélices transmembranaires restent aussi tres
stables. Leur hauteur moyenne diminue de 1A, passant de 24A & 23A pour les TM1, de 25A
A 24A pour les TM2. Nous avons vu précédemment que la hauteur des hélices était liée & leur
inclinaison mais aussi a leur courbure. Cette faible diminution de hauteur implique donc aussi
une absence de courbure des hélices transmembranaires, ce qui a été confirmé par le calcul de
I’angle de kink (fig. 13.8) ainsi que par I’absence de cassure dans le faisceau de liaisons hydrogene
(fig. 13.5).

La hauteur des boucles périplasmiques diminue de la méme maniere que celle des hélices trans-
membranaires. Elles ne subissent donc pas de changement conformationnel entrainant leur en-
fouissement. La diminution de leur hauteur est, semble-t-il, liée a la diminution de hauteur des

hélices transmembranaires.

Le canal Th-MscL, au contraire de Eco-MscL reste donc tres stable dans une membrane de

DMPE et ne subit pas de changement conformationnel consécutif a des interactions potentiel-
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Fig. 13.8: Courbures des hélices transmembranaires Th-MscL. dans du DMPE au cours du temps. En
noir, les TM1, en gris, les TM2.

lement défavorables des régions hydrophobes avec le milieu polaire. Il ne semble donc pas subir

de mouvements pouvant conduire & un intermédiaire structural le long du chemin d’ouverture.

En outre, un phénomene tres intéressant peut étre observé au niveau de 1’épaisseur membranaire.
En effet, celle-ci reste stable dans le bulk tandis qu’elle augmente de plus de 4A au contact du
canal, entrainant la formation d’un bourgeon limitant les interactions entre résidus hydrophobes
et milieu polaire. Dans ce cas, au contraire du canal Eco-MscL, la balance énergétique semble

étre en faveur d’un réarrangement conformationnel de la membrane plutot que du canal.

13.2.3 Rotation des hélices

Dans le DMPE, les hélices transmembranaires du Th-MscL ne subissent pas de cassure des
liaisons hydrogenes (fig. 12.6) ni de courbure importante, leur structure reste donc tres stable et
solide. En terme de rotation autour de ’axe d’inertie, elles peuvent donc étre considérées comme
des corps rigides. La rotation axiale de chaque hélice a été calculée a partir de la rotation d’un
de ses résidus (fig. 13.9).
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Fig. 13.9: Rotation des hélices de Th-MscL au cours du temps dans le DMPE. En noir : F34 (TM1), en
gris : L81 (TM2). Les valeurs moyennes sur les simulations et monomeres sont représentées.
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On observe une légere rotation anti-horaire de 10 ° des hélices TM2 et une rotation plus im-
portante (de 'ordre de 25°) des hélices TM1.
Deux points sont a noter ici. Tout d’abord, les valeurs d’angle de rotation sont, pour les TM2,
identiques a celles d’Eco-MscL: dans le POPE et pour les TM1, identiques a celles d’Eco-MscL
dans le DMPE. Mais le point le plus important est que la rotation s’effectue dans le sens opposé
a celui de Eco-MscL.
Les expériences menées par Perozo et al. (2002b), pour différentes épaisseurs de membranes
et pour des membranes courbées, montrent parmi les changements conformationnels, des ro-
tations horaires des hélices transmembranaires. Ces rotations pourraient étre concommitentes
au mécanisme d’ouverture. De plus, il a été postulé que la structure cristallographique du Tb-
MscL ne décrivait pas un état completement fermé et que cet état serait obtenu par rotation
anti-horaire des hélices (Levin & Blount, 2004; Bartlett et al. , 2004). Les résultats obtenus ici
appuient donc I’hypothese selon laquelle le Th-MscL. dans le DMPE ne subirait pas de mouve-

ments d’ouverture.

13.2.4 Profil du pore

Si, comme le suggere la rotation anti-horaire des hélices et ’absence de mouvements de
grande amplitude, le Th-MscL a tendance a se refermer, on s’attend a voir le diametre du pore

diminuer et le point de constriction se rapprocher du c6té périplasmique.

Fig. 13.10: Profil du pore de Th-MscL dans le DMPE. Trois exemples sont présentés ici, en noir, le
profil en fin de simulation, en gris celui en début de simulation.

Tout comme pour Eco-MscL, bien que le comportement des hélices transmembranaires soit
tres similaire d’'une simulation a l'autre, le profil du pore obtenu a la fin de chacune de ces
simulations est tres différent (fig. 13.10). Ceci s’explique par la flexibilité des chaines latérales.
Toutefois, dans deux simulations sur trois, le diametre minimal du pore reste inchangé. Dans la
derniere simulation, il diminue. De plus, on peut observer que dans les trois simulations, la zone
de constriction se rapproche légerement du coté périplasmique. Finalement, une diminution de
la taille de la cavité du coté périplasmique a lieu dans les trois simulations. Un exemple de la

structure du pore est donnée en figure 13.11.

Ces résultats sont donc en accord avec un mouvement allant vers une fermeture totale du

Tb-MscL.
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Tb-MscL Eco-MscL

Fig. 13.11: Structure du pore de Tbh- et Eco-MscLL dans le DMPE en début et fin de simulation. La
structure de Eco-MscL est donnée a titre indicatif. En bleu, sont représentées les zones accessibles au
solvant, en vert les zone intermédiaires et en rouge les zones completement constrictes.

13.2.5 Différence de mécanosensibilité ?

L’ensemble des résultats obtenus sur le Th-MscLL dans une membrane de DMPE montrent

que le canal reste stable dans un état quasi-fermé. Un mouvement allant vers la fermeture
complete du canal peut étre postulé.
Le Tb-MscL a déja été simulé dans des membranes d’épaisseur variable (Elmore & Dougherty,
2003). Les auteurs n’avaient alors pas réussi a obtenir de structure intermédiaire le long du
chemin d’ouverture. Dans des lipides C14 (de longueur identique au DMPE), ils observaient un
bourgeonnement de la membrane proche du canal afin de limiter les interactions défavorables
entre résidus hydrophobes et milieu polaire, une constriction du pore, une courbure et pas d’incli-
naison des hélices transmembranaires. Ces résultats sont en accord avec nos observations et nous
permettent de tirer deux conclusions majeures. Tout d’abord, cela permet de valider les résultats
obtenus et de confirmer que les observations ne sont pas liées aux choix des parametres de simu-
lation. Ensuite, ceci confirme le fait que Eco-MscL et Th-MscL ne se comportent pas de la méme
maniere dans des membranes identiques. Leur différence de sensibilité & un mésappariement hy-
drophobe in silico est & mettre en relation avec leur différence de sensibilité a la tension (Maurer
et al. , 2000). Le Th-MscL semble posséder des propriétés contraignant plus son ouverture que
Eco-MscL.

13.3 Différences de séquence, de structure et de sensibilité

Nous avons montré ici une différence de sensibilité structurale de Eco- et Th-MscL a 1’épaisseur
de la membrane. La question qui se pose alors est “Quelles sont les différences entre les deux

canaux permettant d’expliquer leur différence de comportement vis a vis de la membrane 7”

13.3.1 Séquences

Bien que clairement homologues, les séquences du Mscl. de M. tuberculosis et FE.coli sont re-
lativement différentes. L’alignement choisi pour la comparaison est celui utilisé par Valadié et al.

(2003) pour construire le modele de la structure de E. coli (fig. 13.12). Les séquences présentent
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37% d’identité et 72% de similitude. Le taux d’identité au niveau des hélices transmembranaires
est de 30% et le taux de similitude de 87%. Les boucles périplasmiques présentent la plus grande
variabilité.

Tb-MscL 10 ARGNIVDLAVAVVIGTAFTALVTKFTDSIITPLINRI--GVNAQSDVGILRIGIGGGQTI 67

sokok solololok sk sdkok akok tkrrrr tkk ok orro ki:ozior kk 1% i
Eco-MscL 13 -RGNVVDLAVGVIIGAAFGKIVSSLVADIIMPPLGLLIGGIDFKQFAVTLRDAQGDIPAV 71

Tb-MscL 68 DL--N VLPYNTLRKKGE-V 103
ToorkInnorirkrnidekkriior ok n kokk ok
Eco-MscL 72  VMHYG LINKLNRKKEEPA 110

Fig. 13.12: Alignement entre les séquences du MscL de E. coli et M. tuberculosis. En rouge sont indiqués
les résidus de la TM1, en bleu ceux de la boucle périplasmique, en vert ceux de la TM2. Les **’ indiquent
les identités, les ’ :” indiquent les similitudes.

D’autres analyses sur un ensemble de séquences du MscL provenant de différents organismes
(Maurer et al. , 2000) montrent que les MscL de E. coli et M. tuberculosis appartiennent aux
sous-familles les plus divergentes. La encore, les régions transmembranaires sont tres conservées,
la boucle étant la région la plus divergeante. Il semble donc probable que cette différence
de mécanosensibilité s’explique par une différence de séquence ou de structure de la boucle

périplasmique.

La plupart des études de mutagénese (Blount et al. , 1996b; Ou et al. , 1998; Maurer et al.
, 2000; Maurer & Dougherty, 2001, 2003; Shapovalov et al. , 2003; Li et al. , 2004; Levin &
Blount, 2004; Yoshimura et al. , 2004; Tsai et al. , 2005; Kloda et al. , 2006) ont été réalisées
sur le MscL de E. coli (fig. 13.13).
Maurer et al. (2000) ont émis ’hypothese que, les séquences étant similaires au niveau des
régions transmembranaires, les mutations affectant Eco-MscL dans cette région, affectaient aussi
les résidus équivalents chez Th-MscL.
Il n’en est pas de méme pour la boucle périplasmique. Cette région est treés peu conservée et
de nombreux résidus d’une espéce n’ont pas d’équivalent dans ’autre espece. En particulier,
chez M. tuberculosis, les deux résidus R45 et Q51, qui interagissent dans la structure cristallo-
graphique a travers une liaison hydrogene, présentent de nombreuses mutations GOF (Gain Of
Function, c’est a dire que les canaux ne s’ouvrent plus, ou plus difficilement) et ne possedent
pas d’équivalent chez E. coli. Il a, en outre, été postulé que cette interaction pouvait servir de
barriere énergétique pour l'ouverture du Th-MscL (Maurer et al. , 2000). Chez E. coli, on re-
trouve deux résidus (Q65 et V72) conservés au sein des especes, présentant plusieurs mutations
LOF (Lost Of Function, c’est a dire que les canaux s’ouvrent spontanément, ou du moins plus
facilement) et dont aucun équivalent n’existe chez M. tuberculosis. Ces résidus pourrait avoir un

lien avec la différence de sensibilité entre les MscL de E. coli et M. tuberculosis.

Au niveau de la séquence, la plus grande différence entre les deux especes étudiées se situe
donc au niveau de la boucle périplasmique, que ce soit en terme de longueur, de composi-
tion ou d’interactions. L’hypothese que nous avons posée était donc que la région expliquant la

différence de sensibilité était la boucle. Cette hypothese est soutenue par de nombreuses données
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Chapitre 13. Espece et mécanosensibilité

expérimentales (Ajouz et al. , 2000; Park et al. , 2004). Nous nous sommes donc intéressés plus

particulierement aux différences de structure et de dynamique que pouvait présenter cette région.

13.3.2 Hydrophobicité et Flexibilité

Les profils d’hydrophobicité des deux boucles périplasmiques (fig. 13.14) ont été comparés.
Cette comparaison permet de mettre en évidence une opposition de phase entre les deux pro-
fils. Quel que soit l'alignement, cette opposition de phase sera retrouvée. Il s’agit donc d’une
différence réelle entre Eco- et Th-MscL. La dynamique de la boucle ne sera donc pas la méme

en réponse au milieu environnant.

o ‘\ h||\

-1

0

Fig. 13.14: Profil d’hydrophobicité des boucles de Tb- (rouge) et Eco-MscL (noir). Les résultats de
chaque boucle sont présentés en fonction de ’alignement et non en fonction de la séquence. Le profil a
été calculé avec les parametres de Kyte et Doolittle sur une fenétre de 11 résidus.

Chez Th-MscL, les résidus de la boucle proche des hélices transmembranaires (et parti-
culierement des TM2 en contact avec les lipides) sont moins hydrophobes que ceux de Eco-MscL.
Dans ce cas, les interactions de la boucle périplasmique avec le solvant sont plus favorables pour
Tb- que pour Eco-MscL. A l'inverse, pour Eco-MscL, les interactions avec les chaines grasses

des lipides sont plus favorables et moins favorables avec le solvant.

Ces résultats permettent de soutenir ’hypothese selon laquelle les boucles périplasmiques joue-

raient un role important dans la sensibilité des canaux.

13.3.3 Structures

La structure du Eco-MscL ayant été construite par homologie a celle de Th-MscL, leurs
structures sont trés proches (fig. 13.15). Le RMSd sur les Car est de 2,13A sur les 94 résidus
alignés. La boucle de Eco-MscL est plus longue que celle de Th-Mscl, mais la seule considération
de leurs structures ne permet pas, au premier abord, d’expliquer leur différence de sensibilité.

Au sein des boucles, les deux especes présentent chacune deux liaisons hydrogene impliquant

des résidus éloignés en terme de séquence. Toutefois, les résidus concernés ne sont pas les mémes.
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Fig. 13.15: Superposition entre un monomere de Eco- (rouge) et de Th-MscL (vert) et agrandissement
vu du coté périplasmique de la zone de la boucle. Les spheres représentent les Ca des premiers et derniers
résidus.

Pour Eco-MscL, on peut noter que Q65 est lié a I41 situé en Ncap, proche de TM1. Q65 joue
un role important dans le mécanisme d’ouverture du canal (Tsai et al. , 2005). De plus, les
mutations sur Q65 et 141 entrainent des phénotypes LOF. Il n’existe pas d’équivalent pour cette
liaison chez Th-MscL. Toutefois, le résidu avec lequel il est aligné chez Tb-MscL est 161 qui
forme quant a lui, des liaisons hydrogenes avec des N69 situé en Ccap, proche de TM2.

Alors que Q65 est 1ié & un résidu proche de la TM1 dans Eco-MscL, 161 est lié a un résidu
proche de la TM2. Cette différence pourrait jouer un role dans I'explication de la différence de

sensibilité entre les deux canaux.

13.3.4 Dynamique

La dynamique de la boucle périplasmique au cours du temps permet d’identifier des résidus
ou des régions dont le comportement particulier peut souligner leur importance dans la dyna-

mique globale du canal.

Lorsque I'on regarde les profils de fluctuation (rappelés dans la figure 13.16), que ce soit dans
le POPE ou dans le DMPE, plusieurs observations peuvent étre faites.
Tout d’abord, on retrouve chez Eco-MscL un découpage de la boucle périplasmique en deux
régions distinctes : la partie Ncap qui fluctue beaucoup et la partie Ccap qui fluctue beaucoup
moins. Ces deux zones sont inversées chez Th-MscL : dans le POPE une zone Ncap qui fluctue
assez peu et une zone Ccap qui fluctue beaucoup. Ensuite, on retrouve, pour Eco- et Th-MscL,
les deux mémes résidus avec de fortes fluctuations dans le POPE et le DMPE. Ces résidus,
correspondent & des glycines (G46 et G51 pour Eco-MscL et et G55 et G63 pour Th-MscL). Un
troisieme pic est observable dans le DMPE correspondant au résidu A50. Ces résidus sont par
leur nature tres flexibles, ces fortes fluctuations ne sont donc pas nécessairement surprenantes.
Ces observations permettent une fois encore de souligner les différences et ressemblances entre

les boucles périplasmiques des deux canaux mais ne permettent pas de formuler d’hypothese
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Fig. 13.16: Profils de fluctuation de Eco- et Th-MscL.

quant a leur implication dans la différence de sensibilité.

Par contre, en ce qui concerne les résidus fluctuant le moins, on retrouve Q65 chez Eco-MscL
et 161 chez Th-MscL. Ils forment des liaisons hydrogenes avec les extrémités des hélices trans-
membranaires, plus stables. Ces résidus joueraient donc un role de levier qui pourrait contréler

la sensibilité.

Le nombre total de liaison hydrogénes au sein des boucles est équivalent entre les deux ca-
naux (fig. 13.17). Il est donc difficile de discerner le role global des liaisons hydrogenes dans la
sensibilité, méme s’il parait clair qu’elles participent a la rigidification de la boucle et impliquent

donc une résistance au mouvement d’ouverture.

55 60 65 70

50

45

0 1000 2000 3000 4000 5000

Fig. 13.17: Evolution du nombre moyen de liaisons hydrogenes des boucles périplasmiques pour Eco-
(gris) et Th-MscL (noir).
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La liaison R45-Q51 n’est pas conservée chez Th-MscL. Pourtant le canal reste fermé. Cette
observation remet en question I’hypothese selon laquelle cette liaison pourrait servir de barriere

énergétique a franchir pour 'ouverture du canal (Maurer et al. , 2000).

13.3.5 Energie
Energie entre résidus

Nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, a l’évolution de 1’énergie entre les
différents résidus de chacun des canaux Tb- et Eco-MscL (fig. 13.18). Ce que I'on observe tout
d’abord, c’est que I’énergie du Tb-MscL ne varie quasiment pas entre le début et la fin des
simulations pour l’ensemble des paires de résidus. La variation d’énergie reste nulle pour les
régions transmembranaires. On observe une légere diminution d’énergie pour un ensemble de
paires de résidus, situées exclusivement au niveau de la boucle périplasmique et des extrémités N
et Cterminales. Les différentes régions sont tres bien délimitées en terme de variation d’énergie.
Au contraire, pour Eco-MscL, I’ensemble des paires de résidus voient leur énergie légerement
diminuer. Aucune limite claire n’apparait entre les différentes régions.

En terme de variation d’énergie d’interaction, une grande différence existe entre les canaux de
Th- et de Eco-MscL. Ces observations confirment, de plus, la grande stabilité de la structure de
Tb-MscL: dans le DMPE.

De maniere plus précise, de grandes variations d’énergie sont observables pour quelques paires
de résidus. Chez Th-MscL, ces résidus sont essenciellement localisés au niveau de la boucle
périplasmique ou des extrémités périplasmiques des hélices transmembranaires. Au niveau de la
boucle périplasmique, un faisceau d’interactions entre résidus chargés se renforce au cours du
temps : une grande diminution d’énergie s’effectue entre les résidus R45-D68-R58-D53. L’impor-
tance de la boucle est donc la encore soulignée. Chez Eco-MscL, les variations fortes d’énergie
se situent principalement au niveau des extrémités cytoplasmiques. Aucun motif, résidu ou in-
teraction prédominant ne peut étre mis en évidence.

Le faisceau formé au niveau de la boucle périplasmique de Th-MscL se renforce tres nettement
au cours de la simulation. Il pourrait contraindre fortement la boucle périplasmique, limitant

ainsi les mouvements de I’ensemble de la protéine.

Energie entre résidus et environnement

Nous avons vu que chez Th-MscL, un réseau d’interactions pourrait stabiliser la boucle
périplasmique. D’autres interactions entre le canal et son environnement pourraient stabiliser
sa structure. La figure 13.19 présente I’énergie d’interaction au cours du temps des résidus des

deux protéines avec I’environnement.

Avec les tétes polaires de lipides, 1’énergie est quasiment nulle pour les résidus des hélices trans-
membranaires, les extrémités Nterminales et une partie des résidus de la boucle, que ce soit pour

Eco- ou pour Th-MscL. Pour les deux canaux, des interactions favorables se forment pour les
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Fig. 13.18: Variation d’énergie inter-résidus, entre t=0ps et t=4ns pour Eco-MscL et t=5ns pour Th-
MscL. Les valeurs présentées sont la somme des énergies sur chaque monomere, moyennée sur les simu-
lations de chaque systeme.

15 résidus situés en Ncap (proche des TM1) de la boucle périplasmique. Chez Th-MscL, seul
un résidu voit son énergie d’interaction avec les lipides fortement diminuer. Il s’agit de D68. Au
contraire, pour Eco-MscL, plusieurs résidus présentent de fortes diminutions d’énergie d’interac-
tion avec les tétes polaires : D39, Q56 et K97. Les résidus D39 et K97 sont situés au niveau des
extrémités des hélices transmembranaires. Cette diminution d’énergie est concommitante avec

Iinclinaison des hélices.
Avec les chaines grasses, aucune variation forte d’énergie n’est observée.
Pour Eco-MscL, trois résidus de la boucle présentent des interactions fortes avec le solvant :

Q65, R62 et Q56. Mais aucune de ces énergies ne varie significativement au cours du temps.

Enfin, de maniere tres intéressante chez Th-MscL, les résidus présentant une diminution forte
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13.3. Différences de séquence, de structure et de sensibilité

d’énergie d’interaction avec le solvant sont R45, D53, R58 et D68. Une hypothese est alors
que ces résidus vont former des interactions tres favorables entre eux et avec le solvant. Ces
interactions ne sont pas compensées, le canal reste donc fermé. Les interactions défavorables
créées par le mésappariement hydrophobe, vont quant a elles étre compensées en entralnant un

bourgeonnement de la membrane autour du canal.
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Chapitre 14
Influence de la boucle périplasmique

Afin de confirmer le réle prépondérant de la boucle périplasmique dans la sensibilité du MscL
au mésappariement hydrophobe, nous avons échangés les boucles périplasmiques des canaux Eco-
et Th-MscL. Nous avons simulé ces nouveaux canaux hybrides dans les mémes conditions que
précédemment et avons évalué leur réponse a la diminution d’épaisseur membranaire. [’analyse
du comportement des canaux hybrides permet de préciser 'importance de chaque région et
éventuellemement de les corréler au phénomene de sensibilité.

Le travail présenté ici n’est qu’un travail préliminaire et de plus amples investigations seraient
nécessaires. Toutefois, les résultats semblent tres intéressants et prometteurs.
Une partie de ce travail est basé sur les résultats obtenus par Lilian Olivieri lors de son stage

au sein du laboratoire (Olivieri, 2006).

14.1 Construction des canaux hybrides

Les séquences des boucles périplasmiques ont été échangées entre les canaux Eco- et Th-
MscL (fig.14.1).

TbMscLH 10 ARGNIVDLAVAVVIGTAFTALVTKFTDDIIMPPLGLLIGGIDFKQFAVTLRDAQGDIPAV 69
EcoMscLH 13 -RGNVVDLAVGVIIGAAFGKIVSSLVASIITPLINRI--GVNAQSDVGILRIGIGGGQTI 69
TbMscL 10 ARGNIVDLAVAVVIGTAFTALVTKFTDSIITPLINRI--GVNAQSDVGILRIGIGGGQTI 67
EcoMscL 13 -RGNVVDLAVGVIIGAAFGKIVSSLVADIIMPPLGLLIGGIDFKQFAVTLRDAQGDIPAV 71
ToMscLH 70 VMHYGVLLSAAINFFLIAFAVYFLVVLPYNTLRKKGE-VEQPGDT-QVVLLTEIR 122
EcoMscLH 70 DL--NVFIQNVFDFLIVAFAIFMAIKLINKLNRKKEEPAAAPAPTKEEVLLTEIR 123
TbMscL 68 DL--NVLLSAAINFFLIAFAVYFLVVLPYNTLRKKGE-VEQPGDT-QVVLLTEIR 118
EcoMscL 72 VMHYGVFIQNVFDFLIVAFAIFMAIKLINKLNRKKEEPAAAPAPTKEEVLLTEIR 127

Fig. 14.1: Alignements utilisés pour construire les protéines hybrides. En rouge, la séquence provenant
de E. coli, en noir celle de M. tuberculosis. TbMscLH : Tb-MscL avec les boucles périplasmiques de
Eco-MscL (par la suite appelé Tbgq,-MscL) ; EcoMscLH : Eco-MscL avec les boucles périplasmiques de
Th-MscL (par la suite appelé Ecor,-MscL).

Cent structures, pour un monomere de chaque protéine hydribe, ont été modélisées grace au
programme Modeller (Fiser & Sali, 2003) & partir de 1’alignement donné figure 14.1.

Afin de discriminer les différents modeles, nous nous sommes servis de la fonction objectif de Mo-
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Chapitre 14. Influence de la boucle périplasmique

deller qui combine I’énergie interne de la protéine et ’énergie due aux contraintes imposées a la
protéine par la conformation du support. Plus celle-ci est faible, plus les contraintes géométriques
sont respectées et donc meilleur est le modele. Nous disposions de structures de Eco-MscL et de
Tb-MscL natifs. Nous avions donc, pour chaque résidu de la séquence de chacun des hybrides, au
moins un résidu identique dans une structure de référence. L’ensemble des structures modélisées
était donc tres proches des structures initiales. Nous avons vérifié que les structures modeles
sélectionnées présentaient bien la méme orientation d’hélice transmembraire que les canaux na-
tifs, que les boucles et les extrémités N- et Cterminales adoptaient une conformation proche de
celle des canaux natifs et que la zone de constriction était bien présente au niveau des résidus
V23 ou V21.

Les structures sélectionnées sont représentées figure 14.2. Les régions transmembranaires sont
similaires, la différence se situant au niveau de la longueur de la boucle périplasmique. Le RMSd
sur les résidus alignés entre Eco-MscL natif et Ecorg-MscL est de 2,9A. Entre Th-MscL natif
et Thbgeo-MscL, il est de 1,7A.

Eco

Tb-MscL / The -MscL Eco-MscL / Ecopy; MscL

Fig. 14.2: Superposition entre monomeres des canaux natifs et hybrides. Ecorp-MscL : boucles de Th-
MscL avec le reste de la structure de Eco-MscL, Tbg.,-MscL : boucles de Eco-MscL avec le reste de la
structure de Th-MscL.

Les monomeres ont ensuite été superposés a ceux des canaux natifs afin de reconstituer le
pentamere et les chaines latérales repositionnées avec SCWRL (Canutescu et al. , 2003). Les
structures ainsi formées ont été minimisées pour éviter les mauvais contacts. Les canaux hybrides
obtenus sont représentés figure 14.3.

Afin de tester leur stabilité, les canaux hybrides ont été simulés dans des membranes de POPE
(fig.14.4). Les canaux restent stables tout au long des simulations (fig.14.5). Les différentes ana-
lyses ne sont pas détaillées ici. Toutefois, nous avons pu observer que les structures secondaires
sont bien conservées, l'inclinaison des hélices transmembranaires et le diametre du pore restent
globalement constants. On peut donc considérer que les structures sont globalement stables et
que les changements conformationnels observés dans le DMPE correspondent bien a des mou-

vements induits par le mésappariement hydrophobe et non par l'instabilité des structures.
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14.2. Réaction au mésappariement hydrophobe

Fig. 14.3: Structures des canaux hybrides construits.

14.2 Réaction au mésappariement hydrophobe

14.2.1 Comportement général

Les deux canaux hybrides Tbg.,-MscL (Th-MscL avec les boucles périplasmiques de Eco-
MscL) et Ecopp-MscL (Eco-MscL avec les boucles périplasmiques de Th-MscL) on été simulés
dans des membranes de DMPE durant 4 ns, afin de tester si I’échange de boucles périplasmiques
entrainait un changement de sensibilité au mésappariement hydrophobe.

Comme pour les autres canaux, la position des résidus 181 et L82 d’une part, et 186 et L87
d’autre part, a été suivie au cours du temps. Le positionnement de ces résidus par rapport a la
membrane reste globalement identique sur ’ensemble des trajectoires.

Les deux canaux ne semblent pas réagir, de premier abord, de la méme maniere au mésappariement
hydrophobe (fig. 14.6). Tbg.o,-MscL semble légerement s’élargir. Les hélices s’inclinent, les boucles
s’enfouissent totalement dans les tétes polaires. Ce comportement semble similaire a celui de Eco-
MscL natif. Pour Ecopy-MscL, le comportement est inverse et similaire a celui de Th-MscL natif.
Le diametre du canal semble diminuer et les hélices se redresser. Les boucles périplasmiques se

situent toujours, en fin de simulation, au dessus des tétes polaires, en contact avec le solvant.

Cette premiere analyse visuelle des structures semble en accord avec le fait que I’échange
des boucles périplasmiques entre les canaux entralne un “échange” de sensibilité vis a vis du
mésappariement hydrophobe. Les résultats soutiendraient alors I’hypothese selon laquelle la
boucle périplasmique est une région clé dans le phénomene de sensibilité a la membrane du
canal MscL. Toutefois, des analyses plus approfondies sont nécessaires pour soutenir ces obser-

vations.

L’évolution des structures secondaires des hélices transmembranaires des deux canaux hybrides
au cours du temps est présentée figure 14.7. Dans les deux cas, les structures hélicoidales des
TM2 sont tres bien conservées au cours du temps. En ce qui concerne les TM1, on peut observer
quelques pertes de structure en a-hélice, mais les structures secondaires restent tout de méme

bien conservées.

Ces résultats soutiennent la validité des structures modeles qui, bien que subissant des chan-
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Eco -MscL
Tb

Fig. 14.4: Structures des canaux hybrides en début et fin de simulation dans le POPE.
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Fig. 14.5: Moyenne du RMSd sur les Ca des canaux hybrides dans du POPE. En noir, Fcor,-MscL, en
gris Tbg.o-MscL.

gements conformationnels liés au mésappariement hydrophobe, restent stables en terme d’ar-
chitecture. L’apparition d’une cassure dans le faisceau de liaisons hydrogéne d’une TM1 de

Tbg.o-MscL pourrait étre concommittante avec une courbure des hélices TM1.

14.2.2 Mouvements directs d’adaptation aux lipides

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux mouvements directs d’adaptation
au mésappariement hydrophobe des canaux, en particulier I'inclinaison des hélices transmem-

branaires et ’enfouissement des boucles périplasmiques.
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Tb_ -MscL Ons
Eco i

Fig. 14.6: Structures des canaux hybrides en début et fin de simulation dans le DMPE.
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Fig. 14.7: Evolution des structures secondaires des hélices transmembranaires des canaux hybrides.

On observe une légeére diminution de la hauteur (distance entre les extrémités des hélices, pro-
jetée sur la normale & la membrane) des hélices TM1 (2 A) et TM2 (0.5 A) de Thgeo-MscL, dont
les segments transmembranaires sont pourtant ceux de Th-MscL (fig.14.8 gauche, courbes noire
et rouge). Pour Ecory-MscL (fig.14.8 droite) dont les segments transmembranaires sont ceux de
Eco-MscL, la hauteur des TM2 reste stable tandis que la hauteur des TM1 augmente de 3 A.
Cette observation est confirmée par le calcul de 'angle d’inclinaison des hélices (fig. 14.9). Celui-
ci augmente de plus de 5 ° pour Tbg.,-MscL et diminue de quasiment 10 ° pour Ecopp-MscL.

Le comportement est le méme pour les boucles périplasmiques (fig.14.8 courbes vertes). Leur
hauteur diminue pour Tbg.,-MscL et reste stable pour Ecopy-MscL. Ces résultats suggerent
donc une adaptation du Tbg.,-MscL a I'épaisseur hydrophobe des lipides par inclinaison des

hélices transmembranaires, bien que cette adaptation soit moins prononcée que pour le canal
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Eco-MscL natif. Ecoppy-MscL ne subit pas de réarrangement structuraux allant dans le sens

d’une absence d’adaptation a ’épaisseur hydrophobe des lipides, tout comme Tb-MscL natif.

En ce qui concerne ’épaisseur membranaire (courbes bleues et jaune de la figure 14.8), on
observe, pour les deux canaux hybrides, la formation d’un bourgeon autour du canal. La hauteur
des lipides dans le bulk reste stable alors que la hauteur des lipides proches du canal augmente.
La hauteur des TM2 de Ecopp-MscL reste stable, I'inclinaison des TM2 de Tbg.,-MscL reste
modérée. Le bourgeonnement se forme donc pour limiter les interactions entre résidus hydro-

phobes et tétes polaires des lipides.

La diminution de hauteur, observée pour le Thbg.,-MscL, ne s’accompagne pas d’une cassure des
hélices transmembranaires (fig.14.10 gauche) dans le sens d’une rupture des liaisons hydrogene.
L’angle de courbure reste le méme en moyenne tout au long de la trajectoire. Toutefois, la cour-
bure des TM1 oscille fortement autour de sa valeur moyenne, soulignant une fragilité de ces
hélices. La courbure moyenne des hélices de Ecory-MscL diminue quant a elle légerement (de
Pordre de 5 ) au cours de la trajectoire. Tout comme pour Tbgq,-MscL, 'oscillation de sa valeur

est beaucoup plus importante pour les TM1.

L’ensemble des résultats présentés ici concernent les changements conformationnels d’adapta-
tion au mésappariement hydrophobe. Ils montrent que Tbg.,-MscL, au contraire de FEcory-
MscL, tend a changer de conformation pour limiter les interactions entre résidus hydrophobes
et tétes polaires des lipides. Cette adaptation de Thgq,-MscL s’effectue malgré des segments
transmembranaires identiques au Thb-MscL natif, qui, lui, ne s’adapte pas au mésappariement
hydrophobe. Le canal Tbh-MscL devient donc plus sensible au mésappariement hydrophobe lors-
qu’il est pourvu des boucles périplasmiques de Eco-MscL. A I'inverse, Eco-MscL devient moins
sensible au mésappariement hydrophobe lorsqu’il est pourvu des boucles périplasmiques de Tb-
MscL. Ces résultats soutiennent donc I’hypothese selon laquelle la boucle périplasmique jouerait
un role majeur dans la réponse du canal MscL au mésappariement hydrophobe. Toutefois, il
est important de noter que les changements conformationnels induits chez Tbgq,-MscL sont de
beaucoup plus petite amplitude que chez Eco-MscL natif, suggérant que la boucle périplasmique

participe mais n’est pas seule responsable de la sensibilité.

14.2.3 Phénomeénes induits

Nous avons vu dans le chapitre 12 que 'adaptation du canal Eco-MscL natif & la membrane
s’accompagnait d’une rotation claire dans le sens des aiguilles d’une montre des hélices trans-
membranaires. Le phénomeéne de rotation est plus difficile & caractériser dans le cas des canaux
hybrides (fig. 14.11) et une des explications peut venir du fait que les moyennes ne sont calculées
que sur une simulation de chaque systeme.

Comme l'angle de cassure des hélices TM1 fluctue beaucoup, nous les avons traité comme
consituées de deux blocs indépendants vis a vis de la rotation axiale. La rotation des deux
blocs étant similaire, les résultats ont été regroupés. Cette observation permet de confirmer,

malgré les fluctuations, I'absence de cassure réelle des hélices TM1. Les TM2 sont considérées
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Fig. 14.8: Evolution de la hauteur des hélices transmembranaires, du positionnement de la boucle et de
I’épaisseur membranaire au cours des simulations de Tbge,-MscL (& gauche) et de Ecory-MscL (& droite).

En jaune les lipides au contact du canal, en bleu les lipides du bulk, en vert la boucle périplasmique, en
noir les hélices TM1 et en rouge les hélices TM2.
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Fig. 14.9: Evolution de linclinaison des hélices transmembranaires de Tbg.,-MscL (& gauche) et de
Ecorp-MscL (& droite). En noir, les hélices TM1, en rouge les TM2.
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Fig. 14.10: Evolution de I’angle de cassure des hélices transmembranaires de Thg.,-MscL (& gauche) et
de Ecorp-MscL (a droite). En noir, les hélices TM1, en rouge les TM2.
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comme rigides, tous les résidus subissant la méme rotation.

Pour Tbg.,-MscL, on observe une rotation horaire de 20 ° des hélices TM1 et TM2 dans les tout
premiers temps de simulation. L’orientation des hélices TM2 reste ensuite stable. Par contre,
pour les TM1, on observe une rotation progressive dans le sens inverse pour atteindre une rota-
tion anti-horaire de 10 ° par rapport a 'orientation initiale.

Pour Ecory-MscL, les hélices TM1 et TM2 subissent une rotation anti-horaire progressive de
10°.

En terme de rotation, la tendance est donc aussi inversée par rapport aux canaux natifs :
rotation horaire pour Tbg.,-MscL, comme Eco-MscL natif et rotation anti-horaire de Ecopy-
MscL, comme Th-MscL, natif. Cependant, on observe bien ici que ce phénomene n’est pas si
simple. Le comportement des hélices TM1 de Tbhg.,-MscL est difficile a interpréter. Un meilleur
échantillonage, obtenu par un plus grand nombre de simulations, pourrait permettre de savoir

s’il s’agit d’un épiphénomene ou s’il est reproductible.

g
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Fig. 14.11: Evolution de I'angle de rotation azimuthale des hélices transmembranaires de Tbg.,-MscL
(& gauche) et de Ecorp-MscL (& droite). En noir, les hélices TM1, en rouge les TM2.

L’ensemble des résultats présentés ici montre qu’au niveau des tendances générales, Thgco-
MscL se comporte plus comme Eco-MscL natif et Ecopp-MscL comme Th-MscL natif. Ils vont
donc dans le sens d’une inversion de la sensibilité au mésappariement hydrophobe avec I'inversion
des boucles périplasmiques. la question qui subsiste alors est “L’effet au niveau de 1’élargissement
du pore est-il lui aussi inversé ?”

La figure 14.12 présente le profil du pore des canaux hybrides en début et fin de simulation. Le
diameétre minimal du pore de Thge-MscL passe de 2 & 4 A. Le pore ne subit pas de modification
majeure dans la région périplasmique. A 'inverse, pour Ecopy-MscL, on observe une diminution
du diameétre minimal du pore et un rétrécissement du la cavité périplasmique.

Il semble donc que Tbg.,-MscL subisse des mouvements allant vers 1’élargissement du pore tandis

que Ecorp-MscL subisse des mouvements pouvant aller vers une fermeture complete du pore.

14.2.4 Boucle périplasmique

En terme de fluctuation, on ne retrouve pas d’inversion des profils avec l'inversion de la
boucle (fig. 14.13 et 14.14). On n’observe pas non plus d’adaptation des fluctuations des boucles
au canal avec lequel elles ont été associées. Les fluctuations des boucles de Tbg,- et de Ecory-

MscL different globalement de celles de Eco- et Th-MscL natifs. Cependant, il est important de
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14.2. Réaction au mésappariement hydrophobe

Fig. 14.12: Profil du pore de Tbhg.,-MscL (gauche) et de Ecorp-MscLi (& droite) dans le DMPE. En noir,
le profil en fin de simulation, en gris celui en début de simulation.

noter que 1’échantillonage n’est pas le méme, ce qui peut avoir une importance.

Toutefois, lorsque 'on regarde de plus pres les fluctuations des boucles de Ecopy- et Th-MscL
natif, on s’apercoit que pour les résidus 59 a 68 et 57 a 66 respectivement, les profils sont tres
similaires. Cette région, et principalement les résidus 159, 161 (formant les pivots) et G63 (de
grande flexibilité), doit donc jouer un réle important dans le fait que le canal reste fermé. L’im-
portance de 161 avait déja été soulignée dans le chapitre précédent (sections 13.3.3 et 13.3.4).
Une étude plus approfondie des boucles périplasmiques et plus spécifiquement de ces résidus,
ainsi que des résidus R45, D53, R58 et D68 identifiés dans le chapitre précédent, nous aiderait a
caractériser les spécificités de chaque boucle périplasmique et les raisons de leur effet sur la dy-
namique globale du canal. Ceci permettrait probablement de mieux comprendre les phénomenes

qui régissent la différence de sensibilité.

14.2.5 Une Inversion de la sensibilité?

Les mouvements directs d’adaptation au mésappariement hydrophobe, ainsi que les mouve-
ments induits par 1’élargissement du canal ont été analysés ici. L’ensemble des résultats (table
14.1) soutiennent une inversion de tendance quant & la sensibilité au mésappariement hydro-
phobe induite par un échange des boucles périplasmiques entre les canaux Eco- et Th-MscL.
Ces résultats soutiennent donc I’hypothese selon laquelle la boucle périplasmique serait une

région clé pour la détermination du niveau de sensibilité du MscL.

FEcory-MscL | Tbgeo-MscL || Eco-MscL | Tb-MscL
inclinaison TM non oui ouli non
rotation TM anti-horaire horaire horaire anti-horaire
courbure TM stable stable augmente stable
bourgeonnement membrane oui oui non oui
élargissemnt pore non oui oui non

Tab. 14.1: Récapitulatif des tendances observées pour les MscL natifs et hybrides dans du DMPE.

Il est a noter que les résultats obtenus ici ne proviennent que d’une simulation de chaque
systeme. Il est donc nécessaire d’effectuer d’autres simulations afin de vérifier qu’ils ne soient
pas artéfactuels. Toutefois, toutes les simulations de Eco-MscL natif ont permis d’observer un

élargissement du pore, ce qui n’est pas le cas ici pour Ecorp-MscL. A I'inverse, aucune simulation
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Fig. 14.13: Profils de fluctuation de Tbhg.,-MscL (a gauche) et de Ecory-MscL (& droite).
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Fig. 14.14: Rappel des profils de fluctuation de Eco- (&4 gauche) et de Th-MscL (& droite) natifs.

de Tb-MscL natif n’a permis d’observer un élargissement du pore, alors que le pore de Tbg.,
MscL semble s’élargir. Méme si les résultats obtenus ici ne sont que préliminaires, il semble plus

que probable que le changement de boucle périplasmique entre les canaux induit une modification
de leur sensibilité.
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Discussion et Conclusion
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Chapitre 15

Discussion générale

15.1 Modeéle structural et conditions de Simulation

15.1.1 Importance du modéele structural

Les études effectuées ici sur le MscL de E. coli ont porté sur le modele structural développé
au sein du laboratoire (Valadié et al. , 2003). La plupart des études effectuées précédemment sur
la séquence du MscL de E. coli se sont concentrées sur le modele de Sukharev et al. (2001a).
Plusieurs différences existent entre ce modele et le notre. Les hélices transmembranaires sont,
par exemple, plus longues dans le modele de Sukharev, résultant en une boucle périplasmique
plus courte (voir section 4.3.3). Dans le modele de 1’état fermé de Sukharev, plusieurs pont
salins (K55 et D53) sont présents entre les boucles périplasmiques de sous-unités adjacentes.
Ces liaisons sont supposées se rompre dans le modele de ’état ouvert. La présence de ponts
salins peut augmenter la barriere énergétique a franchir pour les changements de conformation.
Sur des temps de simulation, de telles interactions sont difficiles a casser. C’est la raison pour
laquelle, Gullingsrud & Schulten (2003) ont considéré une conformation alternative pour les
chaines latérales, privilégiant des ponts salins intra sous-unité. Dans notre modele, il n’y a pas
de pont salin dans cette région. Ceci peut expliquer pourquoi les changements conformationnels

sont facilités.

15.1.2 Stabilité du modele

Lors de ce travail, nous avons comparé les mouvements induits par une diminution d’épaisseur
membranaire sur deux structures : la structure cristallographique du MscL. de M. tuberculosis et
un modele du MscL de E. coli. Les changements conformationnels observés pour le MscL de E.
coli ne sont pas reproduits pour le MscL de M. tuberculosis. Cette différence de comportement
ne peut pas étre imputée a une instabilité du modele.

Tout d’abord, le modele étant construit pas homologie au MscL de M. tuberculosis, leurs struc-
tures sont proches, pour des séquences proches. La stabilité globale des structures doit donc étre
similaire. Effectivement, le modele structural utilisé semble valide si I’on considere sa stabilité
significative dans les simulations dans une membrane appropriée (POPE). Pour toutes les simu-
lations effectuées, quel que soient les conditions testées, I’écart quadratique moyen (RMSd) pour

les régions transmembranaires est similaire et conforme aux valeurs observées pour différentes
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protéines membranaires, avec différents champs de force, lipides, protocoles de simulation, etc
(Capener et al. , 2000; Gullingsrud et al. , 2001; Elmore & Dougherty, 2003) et les structures
secondaires sont stables.

En outre, il a été observé expérimentalement que, placé dans une membrane de C14, le MscL E.
coli adoptait une structure intermédiaire le long du chemin d’ouverture (Perozo et al. , 2002b).
Les mouvements décrits ici et I’état final observé correspondent bien a un possible intermédiaire.
Les structures secondaires restent de plus relativement stables. Les mouvements ne sont donc
pas des mouvements induits par une instabilité de la structure ou de mauvais contacts.
Finalement, une différence de sensibilité a la tension membranaire a été observée pour les canaux
MscL de M. tuberculosis et de E. coli. Le MscL de M. tuberculosis est deux fois plus difficile
a ouvrir que celui de E. coli (Maurer et al. , 2000). La différence de comportement dans des
membranes présentant un mésappariement hydrophobe pourrait étre mise en relation avec cette

différence de mécanosensibilité.

15.1.3 Conditions de simulation

Les simulations analysées ici ont été effectuées en utilisant un traitement électrostatique de
type cut-off et un couplage a la pression isotropique. Ce choix a été fait dans un souci de compa-
raison aux simulations effectuées a 1’époque du début de ce travail (Gullingsrud et al. , 2001). Il
a été montré que ces parametres n’étaient pas I'idéal pour les simulations de systémes membra-
naires (Patra et al. , 2003; Kandt et al. , 2007). Cependant, nous avons effectué différentes si-
mulations, dans lesquelles de nombreuses conditions (vitesses initiales, température, contraintes,
électrostatique, couplage a la pression) ont été modifiées. Dans tous les cas, nous avons observé
des résultats similaires en terme de dynamique du canal. Les conclusions tirées de l'effet de
I’épaisseur membranaire étaient sensiblement les mémes. Par exemple, les résultats obtenus en
utilisant le cut-off ou un traitement électrostatique de type reaction-field ne different que par le

temps nécessaire pour atteindre ’équilibre mais les mouvements décrits sont les mémes.

15.2 Influence de I'épaisseur membranaire

15.2.1 Meésappariement hydrophobe

Elmore & Dougherty (2003) avaient déja adressé, par dynamique moléculaire, 'effet d’un
raccourcissement des chaines acyles des lipides sur le MscL de M. tuberculosis. Cependant, ils
avaient choisi de simuler une diminution progressive de la longueur des chalnes au cours du
temps. Cette procédure était supposée servir d’approximation grossiére de 'application d’une
tension sur le systeme lipide-protéine. Les résultats qu’ils ont obtenus sont relativement similaires
a ce que nous avons obtenu sur le canal de M. tuberculosis dans le DMPE. Ils observent un
mésappariement hydrophobe clair, entrainant un bourgeonnement de la membrane autour du
canal. Le comportement du MscL differe d’une simulation a I'autre, mais dans tous les cas il
semble que l'adaptation au mésappariement hydrophobe se fasse par des changements mineurs
de conformation. Ces résultats semblent confirmer nos observations quant a la dynamique du
MscL de M. tuberculosis lors d’'un mésappariement hydrophobe. Toutefois, le fait d’utiliser ici

des membranes pré-équilibrées est plus proche des expériences de (Perozo et al. , 2002b) dans
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Fig. 15.1: a) Illustration de la structure conique des lipides PE qui forment préférentiellement des
structures a courbure négative telles que la phase hexagonale. b) Représentation shématique du profil de
pression latérale d’une bicouche lipidique. La pression latérale 7 est indiquée en fonction de I’enfouissement
dans la membrane. Une pression négative est observable a l'interface polaire-apolaire. (Extrait de van
den Brink-van der Laan et al. (2004))

lesquelles le comportement du canal était étudié dans des membranes d’épaisseur variable.

Par contre, c’est la premiere fois ici que 'influence de 1’épaisseur membranaire sur la séquence de
E. coli est testée par dynamique moléculaire. Les résultats obtenus sont complétement différents
de ceux décrits ci-dessus. En effet, quel que soit la simulation considérée, le MscL de E. coli
s’adapte a I’épaisseur de la membrane avec des changements conformationnels relativement
importants d’inclinaison, de courbure et de rotation des hélices transmembranaires, induisant une
diminution de hauteur et un élargissement du canal. La comparaison directe entre les vecteurs
principaux décrivant les fluctuations des trajectoires et les modes normaux calculés a partir
du potentiel gros grain de Tirion (1996) indiquent que la diminution d’épaisseur membranaire
accélere simplement les changements conformationnels impliqués dans la mécanique du canal.
De plus, ces mouvements sont relativement similaires a ceux décrits dans le modele d’ouverture
de Sukharev et al. (2001b) ainsi que ceux décrits par Perozo et al. (2002b). Le canal de E. coli
nécessite une tension plus faible pour s’ouvrir que celui de M. tuberculosis. Ceci peut signifier
que les changements conformationnels requis pour ouvrir le canal sont plus faciles a réaliser. La
différence de comportement est donc imputable a une différence de séquence.

L’étude que nous avons menée sur le MscL de E. coli permet donc de décrire un possible
intermédiaire structural proposé, ou les hélices transmembranaires sont inclinées et courbées, et

ce, & un niveau de détail atomique.

15.2.2 Profil de pression latérale

Les lipides utilisés pour constituer les membranes simulées sont des phophatidyl-éthanolamine
(POPE et DMPE). Ce sont donc des lipides ne formant pas de bicouches en conditions “norma-
les” : leur structure globalement conique induit une préférence pour des structures a courbure
négative (fig. 15.1.a). Il a été montré (van den Brink-van der Laan et al. , 2004) que de tels
lipides induisaient, dans les membranes, une pression latérale variant avec ’enfouissement dans
la bicouche (fig. 15.1.b). Cette pression latérale est nulle si le systéme peut étre relaché.

Les analyses effectuées ici ont été réalisées sur des simulations avec un couplage isotropique a

la pression. Il n’est donc pas possible de relacher la pression latérale. On peut alors se demander
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si les effets observés sont bien liés au mésappariement hydrophobe et non & ce phénomene.
Cependant, nous avons vu que quelles que soient les conditions de simulation (couplage a la
pression semi-isotropique, par exemple), des résultats similaires étaient obtenus en terme de
dynamique du canal. Seuls les temps nécessaires pour atteindre 1’équilibre variaient. On peut
donc supposer que les mouvements observés sont bien liés au mésappariement hydrophobe mais

que la pression latérale pouvant étre induite accelere la cinétique d’ouverture.

15.3 Rodle de la boucle périplasmique

L’influence de la boucle périplasmique dans le mécanisme de sensibilité au mésappariement
hydrophobe a été de nombreuses fois soulevée lors de ce travail.
Tout d’abord, lors de I'’étude du MscL de FE. coli, il semblait clair que les mouvements observés
étaient guidés par une compétition entre solvant et lipides pour I'interaction avec les boucles
périplasmiques. Ensuite, une grande différence de sensibilité est observée entre les MscL de FE.
coli et M. tuberculosis. Or, les séquences de ces deux especes different essentiellement au niveau
des boucles périplasmiques. Le modeéle du MscL de E. coli ayant été construit par homologie a
celui de M. tuberculosis, les structures des deux canaux sont proches, différant aussi essentielle-
ment au niveau de la boucle périplasmique. Finalement, une inversion des boucles périplasmiques
entre les deux canaux induit un changement de sensibilité : Le MscL de M. tuberculosis avec les
boucles de celui de E. coli s’adapte au mésappariement hydrophobe, comme le MscL de E. coli,
ce qui n’est pas le cas pour le MscL de E. coli avec les boucles de celui de M. tuberculosis, tout
comme le MscL. de M. tuberculosis.
Le role essentiel de cette région a déja été souligné plusieurs fois, aussi bien expérimentalement
(Ajouz et al. , 2000; Park et al. , 2004) que par dynamique moléculaire (Meyer et al. , 2006).
L’hypothese formulée a partir de ces observations est que la boucle périplasmique agirait comme
un ressort resistant au mouvement des hélices transmembranaires.
Les résultats obtenus ici sont en accord avec cette hypothese. Nous avons soulevé le role que
pourraient jouer les résidus R45, D53, R58 et D68 chez M. tuberculosis. Ils pourraient former
un réseau d’interactions fortes entre eux, rigidifiant la boucle périplasmique, mais aussi avec le
solvant. Ces interactions seraient difficilement compensables énergétiquement, contraignant le
canal dans sa conformation. Toutefois, d’autres études plus approfondies de ces résidus doivent
étre effectuées afin de confirmer cette hypothese. L’importance des résidus 161 chez M. tuber-
culosis Q65 chez E. coli, déja montrée par Tsai et al. (2005), a aussi été soulignée mais les
résultats ne permettent pas d’effectuer d’hypothese claire quant a leur réle dans le phénomene

de sensibilité.

15.4 Mécanisme d’ouverture

Nous avons testé ici la sensibilité des canaux MscL a la diminution d’épaisseur membranaire.
Le MscL de E. coli s’adapte au mésappariement hydrophobe, se stabilisant dans une conforma-
tion bien distincte de la structure fermée. Perozo et al. (2002b) ont montré que le MscL placé
dans des lipides C14 nécessitait une tension plus faible pour s’ouvrir, adoptant une structure

intermédiaire le long du chemin d’ouverture. Les mouvements d’adaptation que nous obser-
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vons peuvent donc étre considérés comme des mouvements menant & un intermédiaire et des
mouvements décrivant les premieres étapes d’ouverture du Mscl.. Ces mouvements consistent
essentiellement en une inclinaison des hélices transmembranaires, associées a une diminution
d’épaisseur et un élargissement du canal. Ces mouvements correspondent aux mouvements d’ou-
verture proposés dans le modele de Sukharev et al. (2001b) et soutenus par de nombreuses
données expérimentales (Perozo et al. , 2002a; Chiang et al. , 2005; Corry et al. , 2005). Tou-
tefois certains détails different du modele proposé par Sukharev. Tout d’abord, nous observons
une courbure des hélices alors que celles-ci sont considérées comme des corps rigides dans le
modele d’ouverture. Cette courbure a été observée a plusieurs reprises lors d’expériences de dy-
namique moléculaire (Kong et al. , 2002; Elmore & Dougherty, 2003) et a été démontrée comme
caractéristique des protéines membranaires (Sansom & Weinstein, 2000). De plus, nous obser-
vons une rotation des hélices transmembranaires. Cette rotation est supportée elle aussi par de
nombreuses expériences (Perozo et al. , 2002a; Bartlett et al. , 2004; Levin & Blount, 2004) et
a été observée en simulation (Colombo et al. , 2003). Finalement, nos résultats décrivent des
mouvements asymétriques au sein du canal, contrairement au modele de Sukharev basé sur une
symétrie axiale des mouvements. Cette asymétrie a été montrée expérimentalement (Moe et al.
, 2000; Iscla et al. , 2007) et observée a de nombreuses reprises (Bilston & Mylvaganam, 2002;
Kong et al. , 2002; Colombo et al. , 2003).
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Chapitre 16
Conclusions et perspectives

Les canaux mécanosensibles sont des canaux présentant la particularité de pouvoir traduire
un stress mécanique en information intégrable par la cellule. Le premier canal mécanosensible
caractérisé et le plus étudié est le canal mécanosensible bactérien de grande conductance MscL.
Il agit comme une véritable soupape de sécurité, prévenant la lyse de la bactérie lors de chocs hy-
poosmotiques. Ce canal, dont la structure fermée a été résolue par cristallographie (Chang et al.
, 1998), est un modele idéal, permettant la combinaison de résultats expérimentaux et computa-
tionnels, pour comprendre comment les canaux mécanosensibles sentent la tension membranaire
et y répondent. La compréhension des mécanismes de sensibilité et de réponse a la tension
du MscL permettrait d’obtenir une vue du réle des différents domaines protéiques, de ’eau et
des lipides. Ceci permettrait de concevoir des mécanismes généraux applicables a des systéemes

mécanosenseurs plus élaborés.

Mon travail a consisté a étudier la dynamique du canal mécanosensible MscL au sein de bicouches
lipidiques modeles d’épaisseur variable. Il était basé sur les expériences de Perozo et al. (2002b)
montrant qu'un mésappariement hydrophobe permettait d’obtenir un intermédiaire structural
le long du chemin d’ouverture. L’objectif était de comprendre les mécanismes de la sensibilité

ainsi que les premieres étapes de son mécanisme d’ouverture a un niveau atomique.

Nous avons mis en évidence que le mésappariement hydrophobe entrainait des interactions
défavorables entre résidus hydrophobes et tétes polaires et solvant. Ces interactions sont mises
en balance avec des interactions favorables entre la boucle périplasmique et les tétes polaires
et le solvant. En fonction de la séquence, 'une ou 'autre de ces interactions va dominer et le
mésappariement hydrophobe va soit entrainer un changement conformationnel du canal soit un

bourgeonnement de la membrane.

Pour le MscL de E. coli, nous avons pu caractériser un intermédiaire structural le long du chemin
d’ouverture et ainsi déterminer les premieres étapes du mécanisme d’ouverture du MscL. Il se-
rait intéressant maintenant de déterminer I’ensemble des étapes de son mécanisme d’ouverture.
Pour cela, il faut trouver une méthode permettant d’obtenir une structure totalement ouverte
mais ceci n’est pas aisé. Durant ma thése, nous avons essayé de suivre pas a pas les directions de

mouvements obtenus par analyse en modes normaux mais, pour plusieurs raisons, cette tentative
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a été infructueuse (voir Annexe). Il faudrait donc peut-étre envisager d’autres stratégies. Une
autre méthode serait de simuler le MscL dans une membrane courbe, Perozo et al. (2002b) ayant
montré que la courbure membranaire stabilisait le MscL dans une structure ouverte. Meyer et al.
(2006) ont déja essayé de simuler le MscL: dans une membrane courbe mais sans observer d’ou-
verture. La membrane qu’ils ont utilisée n’était en effet pas courbe mais conique et la structure
de Sukharev qu’ils ont utilisée présente des ponts salins entre sous-unités difficiles & casser sur
des temps de simulation. Un probléeme supplémentaire des membranes courbes réside dans les
conditions périodiques. Il serait donc nécessaire d’utiliser de tres grandes membranes qui souleve
le probleme de la taille du systéme. Une solution serait d’utiliser un modele gros grain (Shih
et al. , 2007; Reynwar et al. , 2007) ou un modeéle mixte (Ayton et al. , 2007), qui permettrait

de simuler de grandes membranes courbes sur des temps longs.

La différence de sensibilité observée entre les canaux de F. coli et de M. tuberculosis nous
a permis de souligner le réle important que jouait la boucle périplasmique. Toutefois, I’étude
des canaux hybrides, ou les boucles périplasmiques des Mscl. de E. coli et M. tuberculosis
ont été inversées, n’est que préliminaire. Il serait donc intéressant de poursuivre cette étude
et de caractériser I’ensemble des interactions intervenant dans le phénomene se sensibilité au
mésappariement hydrophobe. De plus, nous avons pointé ici 'importance de certains résidus de
la boucle périplasmique dans le phénomene de sensibilité, mais aucune donnée expérimentale ne
permet de soutenir cette observation. Il serait donc intéressant de muter ces résidus et de tester

le phénotype induit.

Finalement, dans les études que nous avons menées, les extrémités N- et Cterminales n’étaient
pas présentes. Le role putatif de I'extrémité Nterminale, comme seconde barriére pour 'ouver-
ture, proposé dans le modele de Sukharev est fortement controversé. De plus, le récent affinement
de la structure cristallographique propose un placement de 1’hélice Nterminale & 'interface entre
la membrane et le solvant, formant avec I’hélice TM1 une conformation similaire a I’hélice TM3
du MscS (elle aussi bordant le pore). Il serait donc intéressant de modéliser cette région et
d’étudier sa dynamique afin de discriminer les deux propositions de placement et de comprendre
sa fonction. La structure de la région Cterminale a été, quant a elle, déterminée et déja modélisée
et étudiée pour la structure de Sukharev du MscL de E. coli. Il serait donc intéressant de la

replacer sur notre modele et d’étudier son influence sur la dynamique globale du canal.

L’étude du canal MscL est donc un sujet tres intéressant permettant de comprendre les mécanismes
de sensibilité et de réponse a la tension membranaire mais de nombreuses questions restent a ce

jour irrésolues et de nombreuses études restent encore a étre menées.
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