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Résumé

Le récepteur dopaminergique D2 (RD2) est un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) qui
est localisé dans le systéme nerveux. L'altération de son activité est impliquée dans certaines
pathologies psychiatriques telles que la schizophrénie et des études ont montré que la
composition lipidique de la membrane avait un impact sur les propriétés pharmacologiques du
RD2. En effet, la présence d’acides gras polyinsaturés (AGPI) de la famille des oméga 3 et
oméga 6 influence I’affinité du récepteur pour certains antipsychotiques, aspect lié aux
changements conformationnels. L’utilisation de techniques de simulation numérique telles
que la dynamique moléculaire gros grains (DMGG) permettrait d’examiner ces modifications
puisque cette méthode, associée a une puissance informatique accrue, permet actuellement de
simuler a grande échelle de temps (microseconde ou milliseconde) des systéemes de taille
biologiquement pertinente (submicrométrique). Par nos études, nous avons pu déterminer le
comportement de divers lipides polyinsaturés (LPI) de type oméga 3 et oméga 6 ainsi que de
RD2, et nous avons identifié les hélices préférentiellement contactées par ces LPI et le
cholestérol qui est un composant important des membranes.

Mots clés: RD2, composition lipidique, AGPI, oméga 3, oméga 6, changements
conformationnels, DMGG, LPI, hélices préférentiellement contactées, cholesterol.

Abstract

The dopamine D2 receptor (D2R) is a G-proteins coupled receptor (GPCR) localized in the
nervous system. The alteration of its activity is involved in psychiatric pathologies such as
schizophrenia and studies have shown that the membrane lipid composition had an impact on
the pharmacological properties of D2R. Indeed, the presence of polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) of the omega-3 and omega-6 family influences the affinity of the receptor for some
antipsychotics — aspect related to conformational changes. The use of digital simulation
technique such as coarse grain molecular dynamics (CGMD) would make it possible to look
into these changes since this method, combined with enhanced computer power, currently
allows the simulation of systems of biologically relevant size (submicrometric) and timescale
(microsecond or millisecond). Through our studies, we have been able to determine the
behavior of various omega-3 and omega-6 polyunsaturated lipids (PUL) as well as RD2, and
we have identified the helices preferentially contacted by these PUL and cholesterol, which is
an important component of the membranes.

Keywords : D2R, lipid composition, PUFAs, omega-3, omega-6, conformational changes,
CGMD, PUL, helices preferentially contacted, cholesterol.
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Chapitre I Introduction générale et

projet de these



I. Les protéines

Sportif ou au régime, ce n’est qu’une question d’alimentation et surtout de protéines. En effet,
ces biomolécules ont un réle important dans I’organisme tel que 1’apport de calories (énergie),
le transport de 1’oxygéne et le renouvellement cellulaire.}? Elles sont synthétisées dans les
cellules a partir de I’acide ribonucléique messager (ARNm) obtenu aprés transcription de
I’acide désoxyribonucléique (ADN) : il s’agit de 1'étape de traduction ou “décodage” de
I’'information génétique (Schéma 1). La présence de protéines dans le corps provient

également de la nourriture que nous ingérons lors des repas.
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synthése sk 1

E. Jaspard (2013)

Schéma 1 Production de protéines. Rappelons qu’une protéine est un enchainement de peptides
composés d’acides aminés [reprise d 'un cours de biochimie].



Comme évoqué au schéma précédent, une protéine est un polypeptide, ce qui signifie qu’elle
comporte plusieurs peptides dont la définition est une succession d’acides aminés (ou
résidus). Ces derniers sont liés de fagcon covalente par leurs extrémités (NH. et CO2H) : on
parle de liaisons peptidiques et la réaction mise en jeu est une réaction de condensation
(élimination d’une molécule d’eau comme le décrit le schéma ci-dessous). Il existe une
vingtaine de résidus naturels qui possédent une structure trés proche. La différence se fait

uniquement au niveau de la chaine latérale connectée au carbone dénoté a (C.) (Figure 1).
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Schéma 2 Formation de la liaison peptidique (magenta). Exemple avec deux acides aminés

quelconques (R1 et R, = chaines latérales). La répétition de la suite [HN-C,-C=Q] constitue le
squelette du peptide.

| i i i i i i i
I
H,N—CH-C—OH| H;N—CH-C—OH H,;N—CH-C—OH HzN—?H-C—OH HZN—(IZH-C—OH C—OH H;N—CH-C—OH H;N—CH-C—OH
} | |
H CH4 ?H'CHg C|:H2 (|3H-CH3 (i:Hz (|3H2
H-CH HN ;
Glycine Alanine CHa c|: b ?Hz ?Hz SH
.G A,/ CH; s S
Gly, ( Ala, A Valine 3 CHs | Cystéine
Val, V Leucine Isoleucine Proline CHa Cys, C
Leu, L Tle, I Pro, P Méthionine
Met, M
2 9 i i i i J
Il I
H;N—CH-C—OH H,;N—CH-C—OH H;N—CH-C—OH H,;N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH Hy;N—CH-C—OH H;N—CH-C—OH
I I I \ | \
CH, CH, CH; CH, CH-OH CH, CH,
| L | |
F OH 3 (‘:=O (|3H2
HN érine I'hréonine NH; C|:=O
ser, S I'hr, 1
ihr, Asparagine NH,
OH , ) ; ’
- Tryptophane Phénylalanine - Glutamine
I'yrosine Trp, W Phe, F Cln. O
Tyr, Y '
Cl) (o]

| i i i i
HZN—(ltH-C—OH HQN—(l)H-C—OH HaN—CH-C—OH HaN—CH-C—OH  H;N—CH-C—OH

CH; CH, C|;H2 CH, CH,
| | OH |
CH, C=0 [ CH, ® N
| lo CH | HN
c=0 0 [ 2 ?HZ \
Io CH, L NH
o |
Acide aspartique NH; (|3=(£H2 Histidine
Acide glutamique Asp, D @ | His, H
Glu, E Lysine NHz
Lys, K Arginine
Arg, R

Figure 1 Structures des acides aminés naturels qui exposent leur chaine latérale a la verticale. La
structure commune a tous les résidus est encadrée en violet, les résidus apolaires sont visibles en bleu,

en orange, les résidus polaires non-chargés et ceux chargés sont inscrits en rouge. Les abréviations a
une et trois lettres sont également indiquées.



Cet enchainement de résidus peut adopter plusieurs structures :

e structure primaire : séquence d’acides aminés,

« structure secondaire : organisation en hélice a ou feuillet g stabilisés par des liaisons

hydrogéne (liaisons H),

 structure tertiaire : enchainement de structures secondaires,

e structure quaternaire : assemblage de structures tertiaires.
Les protéines sont majoritairement constituées d’hélices reliées entre elles par un segment
peptidique souvent non-organisé nommé boucle (Figure 2). Pour connaitre la séquence, soit
I’ordre des résidus au sein d’un peptide, il faut identifier la partie Nterm (terminaison N qui
correspond au groupe NHz ou NH3") ot va démarrer la lecture jusqu’au Cterm (terminaison C
pour COzH ou COy).
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Figure 2 Hlustrations de I’enchainement d’acides aminés. A) Structures secondaires : hélice a en vert
et feuillet 8 en cyan. Les liaisons hydrogene figurent en traits discontinus jaunes et sont établies entre
I’oxygéne du carbonyle (C=0) et I’hydrogéne de I’amine (NH non visible ici). B) Structure
quaternaire de I’hémoglobine (PDB : 1A3N). Dans I'image B), les représentations en cartoon colorées
sont des structures tertiaires et correspondent aux sous-unités de la macromolécule. L’héme est tracé
en stick gris avec le fer au centre de couleur verte.

Le monde de ces biomolécules est vaste et complexe de par les différentes classes de
protéines, un grand nombre de familles et des fonctions propres a elles. Nous pouvons
distinguer les protéines fibreuses® des protéines globulaires* et des protéines membranaires®
qui forment les trois principales classes de protéines.

Les protéines fibreuses, comme le sous-entend leur nom, sont des molécules de forme
filamenteuse, de longue taille et en général, elles sont insolubles dans I’eau. Elles ont

essentiellement un rdle structurel et parmi elles, on compte le collagéne qui est la protéine la



plus abondante et qui est responsable de 1’¢lasticité de la peau. Une autre protéine se trouvant
dans la peau mais qui est connu comme un composant des cheveux est la kératine.
Contrairement au collagene, cette derniére a pour réle de protéger notre corps. La myosine est
¢galement une biomolécule structurelle importante pour I’organisme du fait de sa localisation.
On la retrouve dans les cellules musculaires et elle permet la contraction des muscles.

A la différence, les protéines globulaires sont plutot sphériques et solubles dans 1’eau. Elles
ont un réle fonctionnel, ce qui signifie qu’elles participent a de nombreux processus
physiologiques. Ainsi, il s’agit des enzymes (catalyseurs de réactions chimiques du
métabolisme), des anticorps (permettent de combattre des agents pathogénes), voire quelques
hormones (réle de stimulateur, elles provoquent une action biologique en interagissant avec
des organes cibles). Il ne faut surtout pas oublier de citer I’hémoglobine qui est la protéine
indispensable a tous les vertébrés parce qu’elle transporte I’oxygene.

La troisieme classe définit les protéines membranaires qui possedent des structures et
fonctions diverses, et on peut distinguer deux types : les protéines périphériques et les
protéines transmembranaires (PTM).® Pour rappel, une membrane aussi dénommée bicouche,
est composée de deux couches de lipides qui sont des molécules avec une téte polaire (soluble
dans I’eau) et des chaines grasses hydrophobes (insolubles dans 1’eau, Figure 3 et Figure 12).
Les protéines périphériques, comme spécifié dans leur nom, sont positionnées a la surface de
la membrane soit a I'interface d’un milieu “aqueux” et d’un milieu hydrophobe. Elles sont
donc majoritairement constituées de résidus polaires et peuvent interagir indirectement avec la
bicouche par le biais des protéines transmembranaires (interaction protéine-protéine) ou

directement en étant en contact avec les tétes polaires des lipides.

Protéine
périphérique

Protéine
transmembranaire
’WTWTTW m j Tétes polaires
Membrane Viol :l(.(.(.L ches

=l M

grasses
Figure 3 Les protéines membranaires (les lipides sont schématisés en gris).

/

A D’inverse, les protéines transmembranaires sont essentiellement hydrophobes et un axe dans

ce mémoire est dédié a ce type de biomolécules.



II. Protéines transmembranaires : les
récepteurs couplés aux protéines G

Les organes sont délimités par des cellules, elles-mémes baties dune barriére lipidique (ou
membrane). Cette cloison ne comporte pas uniquement des lipides mais contient également
des protéines en son sein. En effet, il est possible de retrouver différents types de protéines
dites transmembranaires (TM) qui possedent des structures et des fonctions variées (Schéma
3). Cependant, elles se caractérisent par trois régions distinctes: la région extracellulaire, celle
enchassée dans la bicouche lipidique et la région intracellulaire qui interfere avec le
cytoplasme. L’une des particularités propres a ces PTM est que la partie enchassée présente
des résidus hydrophobes généralement organisés en hélices a qui sont en contact direct avec
les lipides. A noter que les PTM ne sont pas figées a un emplacement mais elles sont libres de

se déplacer latéralement dans la membrane.

, Cellule
Ligand
Molécules
ou ions

Milieu extracellulaire
S

:"p::“:]"""éu intracellulaire

/ N\

{ A |

o ’Mole’cules

Transporteur Canal Récepteur Enzyme

Schéma 3 Les principaux types de protéines transmembranaires localisables au sein d’une membrane
cellulaire (noyau illustré en trait discontinu orange). Les transporteurs et les canaux conduisent des
composés d’un milieu a un autre, les récepteurs en interagissant avec un ligand vont émettre un signal
pour déclencher (ou empécher) un processus et les enzymes catalysent des réactions chimiques.



Les PTM définissent les propriétés de la cellule mais jouent également un réle important dans
son fonctionnement. Le Schéma 3 montre que certaines de ces protéines permettent aux
cellules de communiquer avec I’extérieur (fonction de signalisation) ou de faciliter le passage
de molécules souvent hydrophiles (transport). Une partie des PTM sont impliquées dans la
reconnaissance cellulaire, I’ancrage de macromolécules a la surface de la bicouche mais aussi

dans la transduction d’énergie (ex: synthése d’ATP).”

Parmi les nombreux types de PTM, la famille des récepteurs couplés aux protéines G, ou
RCPG, suscitent un grand intérét étant donné qu’ils régulent la plupart des fonctions

physiologiques.®

[I.1 Généralité sur les RCPG

Les RCPG constituent la plus grande famille de protéines membranaires et sont associés a
diverses maladies.® Par conséquent, ils sont devenus d’importantes cibles thérapeutiques et de
nombreux travaux de recherche sont consacrées a la conception et la synthése de ligands a

visée curative. 1013

Figure 4 Schématisation des RCPG couplés a une protéine G. Les hélices transmembranaires sont
décrites par des cylindres rouges (BEC = boucle extracellulaire et BIC = boucle intracellulaire) et le
ligand figure en jaune. La protéine G est représentée par ses trois sous-unités (a, 8 et y).



Ils disposent de sept hélices a transmembranaires separées par des boucles (Figure 4) et
arrangées de facon a former un “entonnoir”. En général, ces biomolécules présentent
¢galement une longue partie Nterm et préservent un bon nombre d’acides aminés. Malgré ces
caracteristiques, il a été énoncé que la structure des Nterm et Cterm, ainsi que des boucles
varie beaucoup au sein de ce groupe. En considérant cela, on identifie cinq familles de RCPG
chez 'Homme selon leur séquence et leur similarité structurale : 1. les récepteurs type
Rhodopsine aussi dénommés Classe A, 2. les récepteurs de la sécrétine (Classe B), 3. ceux du
glutamate (Classe C), 4. les récepteurs d’adhésion et 5. les récepteurs Frizzled/TAS2.14

Ces PTM, suite au contact de stimuli extérieurs tels que la lumiere ou de petites molécules,
vont émettre des signaux a travers la membrane et aprés interaction avec la protéine G ou la
B-arrestine via la BIC3, une cascade de réponses est déclenchée dans le milieu cytoplasmique
(Schéma 4).

Etat inactif Etat activé

Ligand

e
i-A-
T
‘o

Schéma 4 Exemple de réponse d’un RCPG (rouge) suite au contact avec son ligand (en bleu clair
figure la membrane) : conversion du GTP en GDP via la protéine G. Cette derniére interagit avec le
récepteur aprées ouverture au niveau de la région intracellulaire.

Protéine

G

Parmi les cinq familles citées précédemment, les deux plus petites sont les récepteurs de la
sécréetine (Classe B) et du glutamate (Classe C) qui regroupent une quinzaine de protéines
chacune. La Classe B interagit avec des peptides d’une trentaine d’acide aminés qui partagent
une identité au niveau séquentiel et qui constituent la famille de la sécrétine.® Ce sont des
hormones peptidiques localisées dans le systeme digestif et qui sont libérées lors de la

digestion. La partie Nterm de cette classe de RCPG, composée de soixante a quatre-vingt
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résidus et riche en pont disulfure (liaison S-S entre deux acides aminés cystéine) est impliquée
dans la liaison du ligand. En effet, elle entre en contact avec la région Cterm du peptide alors
que la région Nterm de ce dernier est dirigée vers le coeur du récepteur. Cette complexation
va induire la sécrétion de molécules par les organes porteurs de ces RCPG afin d’aider la
transformation des aliments.

La Classe C difféere des autres familles par une région Nterm bien organisée qui comprend
deux cents quatre-vingt a cing cents quatre-vingt acides aminés, et forme a elle seule le lieu de
fixation du ligand. A noter que dans cette classe sont également regroupés des récepteurs du
golt. L’extrémité située dans le milieu extracellulaire se structure donc en deux lobes distincts
séparés par une cavité dans laquelle va se lier le glutamate, un neurotransmetteur trés
abondant dans le systéeme nerveux (Figure 5a) : on parle de Venus fly trap, ou la présence du
neurotransmetteur va entrainer le rapprochement des lobes autour du ligand.**® Selon les
types de protéines inscrites dans cette famille et le type de molécules avec lesquelles elle
interagit, la Classe C joue un r6le important dans divers processus physiologiques comme la

transmission synaptique et la sensation de go(t.

[ NH2

| Domaine de motifs
type adhésion

~ Domaine Nterm

Glutamate | Domaine de liaison

duligand

| Domaineriche ~ Domaine GAIN

en cystéines

Figure 5 Description simplifiée de deux familles de RCPG résidant dans une membrane de couleur
violette. Les hélices transmembranaires sont schématisées en un unique rectangle arrondi rouge. a)
Famille des récepteurs du glutamate. Les lobes apparaissent en bleu clair (Venus fly trap) avec le
glutamate logé dans la cavité. b) Récepteurs d’adhésion. A noter que le ligand entre en contact avec le
domaine de motifs d’adhésion.
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A la deuxieme place, on retrouve les familles des récepteurs d’adhésion et ceux dits
Frizzled/TAS2 avec vingt-quatre protéines dans chaque groupe. Cependant, pourquoi les
RCPG d’adhésion portent-ils ce nom ? lls le doivent aux divers fragments caracterisés au
niveau Nterm (deux cents a deux milles huit cents résidus) qui affichent des motifs
semblables aux peptides d’adhésion capables de connecter les cellules entre elles. D’autres
particularités de cette extrémité, qui est le lieu d’interaction des ligands, sont la présence d’un
grand nombre de cystéines ainsi que de sites de glycosylation et d’un domaine appelé GAIN
(GPCR autoproteolysis-inducing).}*” On trouve ces PTM dans plusieurs variétés de cellules
et leur mécanisme d’activation différe de celui des autres familles. En effet, suite a la liaison
avec un ligand, un autoclivage de la région Nterm est réalisé dans le domaine GAIN ou réside
le site protéolytique dénommé GPS (GPCR proteolytic site)!® (Figure 5b), et il a été identifié
deux réponses physiologiques possibles :

o faciliter ’adhésion cellulaire sans émettre de signaux en aval. Dans ce cas, la partie

Nterm clivée reste en contact avec la région transmembranaire ou,

« activer les voies de signalisation une fois la protéine G liée au récepteur.'’
Le second groupe de vingt-quatre protéines inclut deux types de récepteurs : Frizzled et
TAS2. L’appellation frizzled fait référence a la forme enroulée et tordue de la protéine Wnt
qui a pour héte un récepteur dont la séquence a été prise comme élément comparatif afin de
classifier les PTM.° Les récepteurs de cette sous-famille sont importants car ils contrélent le
devenir des cellules et ils sont considérés comme des RCPG du fait qu’ils peuvent se coupler
avec la protéine G et parce qu’ils montrent des relations structurelles avec eux.?%?! Leur
Nterm est constitué d’environ deux cents acides aminés et notamment des cystéines qui
participent a la fixation du ligand. Contrairement a ces derniers, les PTM type TAS2 sont
exprimeées dans la langue et elles fonctionneraient comme des récepteurs du godt amer. Elles
se rapprochent des récepteurs Frizzled via des sequences consensus qui exposent des motifs
aminés identiques et qui ne sont pas rencontrés chez les autres familles de RCPG.*
Cependant, les TAS2 ont un petit domaine Nterm qui ne peut recevoir de ligand : la poche de

liaison se situe au niveau extracellulaire des hélices TM comme dans la famille Rhodopsine.

La Classe A (famille Rhodopsine) est la plus large avec sept cent un récepteurs dont environ
quatre cent soixante sont des récepteurs olfactifs.'* Elle rallie quatre principaux groupes qui se

divisent eux-mémes en plusieurs branches, et qui sont décrits dans le tableau ci-dessous.
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Groupes Branches Nombre de Exemple de récepteurs
protéines

a Reécepteurs de prostaglandine 15
Récepteurs aux amines 40 Récepteurs de la dopamine
Opsines 9 Protéine rétinale (ou RGR)
Reécepteurs de la mélatonine 3
MECA 22 Récepteurs de [’adénosine

B Récepteurs de peptides 36 Récepteurs d’ocytocine

Y SOG 15 Récepteurs opiacés
Récepteurs a la MCH 2
Récepteurs de chimiokines 42

[} Reécepteurs type MAS 8 Récepteur du gene MAS1
Récepteurs de hormones 8 Récepteur de [’hormone FSH
glycoprotéiques
Récepteurs purinergiques 42 Récepteurs de nucléotides
Récepteurs olfactifs ~ 460

Tableau 1 Classification de la famille Rhodopsine d’apreés Iarticle de Fredriksson et al.**

Cette famille partage des caractéristiques similaires telles que le motif NSxXNPxxY et le
motif DRY (ou ERF) situés dans la région intracellulaire des hélices TM7 et TM3

respectivement, mais elle se distingue au niveau extracellulaire des hélices qui forment le site

actif.?22® Par conséquent, I’affinité pour un ligand dépendra en grande partie du type de

récepteurs bien qu’ils aient une structure du domaine transmembranaire commune due a la

conservation d’un grand nombre d’acides aminés.

14,22,23

Toutefois, parmi les récepteurs de la Classe A, ceux de la dopamine et surtout le récepteur

dopaminergique 2 (RD2) nous intéressent du fait de leur implication dans divers troubles

neurologiques.?*-25
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I1.2 Les récepteurs de la dopamine

Le comportement d’un individu est dirigé par la motivation qui est elle-méme contrdlée par le
systeme nerveux. Ce dernier est défini par un large réseau de neurones qui ont la capacité de
transmettre un signal électrique d’un endroit & un autre : on parle de neurotransmission. La
communication n’est faisable que par I’intermédiaire de substances chimiques appelées
neurotransmetteurs produits et libérés par le neurone “émetteur” et reconnus par le neurone

“récepteur” (Schéma 5).

L J\ J
Y Y
Neurone "émetteur" Neurones "récepteurs"

Transporteur Protéine G

Vésicule

Tyrosine -> L-Dopa -> Dopamine

Pré-synapse

Enzyme 1

1

1

1

o 0,. THB o :

| HO. | Enzyme 2 HO. :

OH OH 1

1

NHy NH, NH, |
2 H,0. DHB COx

HO z HO HO :

1

1
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Schéma 5 Processus de neurotransmission entre deux neurones dont la description est dressée au front
de I’image et biosynthése de la dopamine. La premiére étape de la synthése fait intervenir une enzyme
(tyrosine hydroxylase) et un co-facteur (THB = Tétrahydrobioptérine) pour conduire au L-DOPA (L-
Dihydroxyphénylalanine) avec ¢limination d’eau et du DHB (Dihydrobioptérine). L’enzyme 2 est une
décarboxylase qui permet d’obtenir la dopamine avec rejet de dioxyde de carbone.
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Le neurotransmetteur responsable d’un comportement motivé est la dopamine fabriquée par
les neurones dopaminergiques (ND) issus de la voie mésolimbique en particulier.?” En effet,
cette derniere qui est une des diverses voies dopaminergiques majeures du cerveau, relie le
cerveau moyen situé dans le tronc cérébral au systéeme limbique connu sous le nom simple de
cerveau émotionnel. Elle régit donc les différentes formes de mémoire, I’attention et la
motivation. La dopamine, quant a elle, est une catécholamine soit une molécule synthétisée a
partir de la tyrosine (Schéma 5).282° Elle est un agoniste des récepteurs de la dopamine (RD),
ce qui veut dire qu’elle va activer les récepteurs et a I’inverse, un antagoniste est un composé
qui va inhiber I’activité. La synthése de la dopamine est réalisée dans le cytosol des ND et le
produit de réaction est transporté par des vésicules jusqu’a la synapse ou il sera relaché. Une
fois que la dopamine se retrouve dans la fente synaptique, elle va interagir avec ses récepteurs
exposés sur le neurone voisin (post-synapse), mais elle peut également agir sur la pré-synapse
. on parle de rétrocontr6le négatif. La diffusion d’une quantité contrélée de dopamine dans
’espace synaptique est donc activée sous 1’effet d’un signal via ce phénoméne®, et la
concentration de substances chimiques dans cet espace est modulée par recapture grace a des
transporteurs inséreés dans la membrane pré-synaptique (Schéma 5). A noter que la majorité
des RD n’occupe pas les ND, en revanche ceux présents sur des ND sont surnommes auto-
récepteurs et jouent un réle essentiel dans la régulation du systéme dopaminergique (synthese,
délivrance, rétrocontrole).?3°

Chez certaines personnes, des dérégulations dans la production de dopamine et/ou de ses
récepteurs peuvent survenir et conduire a une attitude “anormale” qui est identifiable chez des
patients atteints de pathologies neuronales et psychiatriques.?’13% Cependant, cette
observation n’est pas une certitude et les études relatives a ces sujets se poursuivent afin de
comprendre les mécanismes par lesquels une maladie se développe, sachant qu’il existe
plusieurs RD.! En effet, il n’est pas encore certain que les RD soient impliqués dans les

troubles neuropsychiatriques de maniére indépendante ou combinée.

1.2.1 Les différentes familles de récepteurs dopaminergiques

A ce jour, les RD se comptent au nombre de cing et sont distingués en deux groupes en
fonction de leurs ségquences, structures et propriétés de transduction cellulaires : les récepteurs
type D1 (RD1-like) et les récepteurs type D2 (RD2-like).2>3#
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La famille RD1 rassemble les récepteurs dopaminergiques D1 et D5, abrégés RD1 et RD5
respectivement, qui partagent ~80% d’homologie. De fait, le second groupe comprend le
RD2, le RD3 (~80% d’homologie avec RD2) et le RD4 (~50% d’homologie avec RD2).?” Les
RD sont répartis dans diverses zones du cerveau mais RD1 et RD2 sont les plus abondants.
Les RD1-like se caractérisent par une BIC3 courte et une longue séquence peptidique pour la
terminaison C, alors que RD2-4 sont constitués d’une BIC3 plus longue et d’une partie Cterm
courte.

Ces PTM déclenchent plusieurs voies de transduction du signal suivant qu’ils interagissent
avec la protéine G ou la B-arrestine. Par exemple, couplés a une protéine G et plus
précisement Gs, RD1 et RD5 initient I’activité de ’adényl-cyclase (AC) qui est une enzyme
insérée dans la membrane. Le produit issu de la réaction enzymatique est I’AMPc (adénosine
monophosphate cyclique), un intermédiaire pour d’autres processus intracellulaires et dont le
précurseur est I’ATP (adénosine triphosphate).?® La fonction des RD2-like est I’inverse de la
famille RD1 en inhibant I’activité de AC apres s’€tre complexés a une protéine Gi.

Cependant, le contact de la B-arrestine avec les RD conduit a un effet identique quel que soit
le type de RD. Le role principal de cette protéine est ’internalisation de la PTM une fois le
ligand décomplexé et le récepteur phosphorylé a son Cterm, ce qui résulte de 1’arrét
fonctionnel de la protéine G.3° La B-arrestine agit donc comme un régulateur négatif et suite a
ce phénoméne d’endocytose, le couple RD-B-arrestine va pouvoir activer d’autres

biomolécules pour induire de nouvelles réactions au sein du cytoplasme.

1.2.2 Les récepteurs dopaminergiques D2

Comme expliqué au début de I’axe 11.2, le systéme dopaminergique est régulé par les auto-
récepteurs (AR) localisés sur les ND afin d’éviter tout désordre neurologique dans un cerveau
sain, résultant d’une attitude “normale”. Il a été démontré que les AR sont les RD2-like et
notamment les RD2 qui vont activer directement les canaux potassiques (restauration du
potentiel de membrane a sa valeur initiale) et indirectement, controler en aval I’expression de
I’enzyme tyrosine hydroxylase et le transporteur.®® Ce processus permet ainsi d’avoir un
équilibre entre un état dépressif et un état hyperactif.

En effet, il a été admis que le RD2 participe de maniére indirecte a 1’activation d’un

comportement motivé.® Les neurones présentant le récepteur seraient en contact avec ceux
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portant le RD1 au niveau du cerveau émotionnel, et la fixation de la dopamine sur ces RCPG
induirait deux réponses différentes. D’aprés le modéle dit du “Go/No go” (Schéma 6) utilisé
pour décrire cette transmission dopaminergique, le RD2 est situé sur les neurones
responsables de la voie du “No go” alors que celle du “Go” est gouvernée par les neurones
peuplés de RD1. La dopamine en interagissant avec les RD2 entraine le blocage de la voie du
“No go” mais stimule la voie du “Go” par les RDI, ce qui se caractérise par une attitude
motivée. Néanmoins, si ces derniers restent actifs, il en résultera une hyperactivité chez
I’individu, et a contrario, si la voie du “No go” est déclenchée via un autre neurotransmetteur,

la personne sera démotivée (dépression dans un cas extréme).

Dopamine

No Go GO

Schéma 6 Représentation du modéle “Go/No go” pour I’activation de la motivation.

Par conséquent, cela nous ameéne a la relation entre le RD2 et de nombreuses pathologies
psychiatriques comme la schizophrénie.?® Ce trouble mental est défini par deux
comportements distinctifs par leurs symptémes : 1. les symptdomes négatifs se référent a une

attitude non-motivée et dépourvue d’émotion et 2. les symptdémes positifs percus chez des
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individus paranoiaques ou atteints d’hallucinations sensorielles. Dans un premier temps, il a
été demontré par des expériences de binding (complexation ligand-protéine) que les
molécules (neuroleptiques) interagissent majoritairement avec le RD2 et les résultats observés
¢taient une atténuation des symptomes de la maladie, ce qui a clarifié I'importance de ce
récepteur dans 1’action des neuroleptiques et son implication dans la schizophrénie.?’ De plus,
selon des études menées sur des cerveaux post-mortem de patients malades, les post-synapses
présenteraient un grand nombre de RD2, et en 1996, Laruelle et al.3” ont découvert que les
schizophrenes liberent une quantité importante de dopamine contrairement aux personnes
saines. Ce dernier cas a été reconnu chez les individus souffrant d’hallucinations : la
dopamine relachée dans la fente synaptique va saturer les RD2 et ainsi bloquer
“continuellement” la voie du “No go” qui permet de contrebalancer la réponse des neurones

“Go”. Ce sujet reste cependant en débat.

Figure 6 Structure tridimensionnelle du RD2 lié au lysozyme T4 (LT4, en violet) et comportant le
ligand rispéridone (en stick jaune) (PDB : 6CM4). La substitution de la BIC3 par LT4 confére un
caractére moins apolaire du récepteur, ce qui va favoriser la formation de cristaux en privilégiant les
interactions protéines-protéines. Afin d’améliorer ce processus, trois mutations thermostables ont été
réalisées (en cyan). RD2 est complexé & un agoniste inverse, il est donc dans un état inactif.
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Le géne du RD2 a été le premier géne codé parmi les RD mais la structure du récepteur
n’avait pas encore été cristallisée jusqu’en janvier 2018 ou Wang et al.3® ont publi¢ la
structure 3D du RD2 complexé avec la rispéridone (Figure 6). La protéine est démunie de la
BIC3 qui est difficile a cristalliser a cause d’une mobilité élevée imposée par une longue
séquence. Néanmoins, un groupe a pu la reconstruire. Malgré le fait que RD2 s’apparente a
RD3 (PDB : 3PBL) et RD4 (PDB : 5WIU), il differe structurellement au niveau des BEC 1 et
2 et des parties extracellulaires des hélices TM5-7.

La Figure 7 montre que la BEC2 du RD2 ne “ferme” pas la région supérieure de la protéine
et présente un tour d’hélice formé par la cystéine C182 a I’alanine A185. L’acide aminé
isoleucine (1184) de cette boucle, qui est conservé dans la majorité des récepteurs
aminergiques, n’interagit pas avec le ligand mais avec le tryptophane W100 localisé sur la
BEC1 et qui participe a la liaison de la molécule. Les autres distinctions sont la position de
I’hélice TMS, rapprochée du bundle hélicoidal, et des hélices TM6/7 qui s’éloignent de ce
dernier. Néanmoins, le pont disulfure créé entre des cystéines de 1’hélice TM3 (C107) et de la
BEC2 (C182) est préserve, ce qui permettra de limiter d’importantes fluctuations
conformationnelles lors de I’activation du RCPG. Un autre pont disulfure est identifi¢ au
niveau de la BEC3 et il aurait une influence sur la fonction du récepteur en restreignant les

mouvements de la boucle.?®
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Figure 7 Comparaison des structures cristallographiques de RD2 (vert), RD3 (magenta) et RD4
(violet). Le ligand apparait en stick et sphéres transparentes jaunes et les deux images du haut sont
extraites de I’article de Wang et al.*®

Une particularité du RD2 qui le rend intéressant est son site de liaison. De tous les RD voire
protéines de la Classe A étudiés, lui seul expose un site qui peut s’étendre de la cavité
extérieure, appelée site orthostérique, au coeur de ce dernier (Figure 8).% Le site
orthostérique correspond au lieu de fixation du ligand naturel et il est principalement composé
de résidus apolaires qui forment une poche hydrophobe. Le développement d’une poche de
liaison étendue (extended binding pocket ou EBP, en anglais) établie par la jonction des
hélices TM1/2 et 7 est occasionné par de multiples réorganisations a I’intérieur du récepteur :
o la tyrosine Y365™3 (cette annotation sera parfois employée pour indiquer, en

exposant, [’hélice TM sur laquelle est positionné le résidu) s’accommode afin
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d’accueillir le ligand tout en restant li¢ de fagon non-covalente a 1’histidine H414™6,
Cette opération n’est pas observée chez RD3 et RD4 bien que la liaison hydrogene
(liaison H) entre Y365 et H414 qui permet de stabiliser le mouvement extérieur de
I’hélice TM6 soit présente dans RD3,

e [I¢loignement de la partie extracellulaire de I’hélice TM7 par rapport au bundle
hélicoidal ajoute du volume au site,

e W100 est décalé au sommet du site orthostérique alors qu’il est orienté vers 1’extérieur
chez les autres récepteurs aminergiques (Figure 7),

e outre ce dernier critere, la présence de I’acide aminé F110 au niveau extracellulaire de
I’hélice TM3 empéche la génération d’une cavité étendue comme dans RD4.

Ainsi, la poche de liaison s’adapte a la molécule qui a également la possibilité de se

réarranger une fois en son sein.

@ RD2/Rispéridone |

Figure 8 Poche de liaison étendue. Le cercle rouge indique la position du site orthostérique et la zone
en orange correspond a la place supplémentaire de la poche de fixation. Cette derniére n’est pas
développée dans RD3 et RD4 [reprise de la figure 2 de I'article de Wang et al. *].
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Il a été énoncé que W100, 1184 et la leucine L94 sont importants dans I’interaction avec le
ligand. L’hypothése émise est que ce trio forme un “mur” dans la région extracellulaire du
récepteur qui rétrécirait la cavité de liaison et donc, éviterait au ligand de sortir d0 a de forts
contacts hydrophobes. Dans ce cas, W100 peut étre comparé a une “porte” qui gere I’entrée et
la sortie du neuroleptique. En effet, la mutation de ces trois acides aminés par de plus petits
résidus tel ’alanine (moins hydrophobes) a montré une diminution du temps de résidence du
composé dans le site. D’autres expériences de mutations réalisées sur la poche de fixation du
RD2 ont conclu que les résidus W386 et F390 joueraient un rdle essentiel sur I’affinité du
ligand pour la protéine. L’aspartate D114, demeurant dans la majorité des RCPG sur I’hélice
TM3, est également important au sein du site de liaison car il interagit avec la partie polaire
du ligand.®84%41 Ces résultats révélent une flexibilité du RD2 intéressante et importante pour
la recherche, puisqu’elle va permettre de concevoir de nouvelles molécules spécifiques de ce

récepteur.

[I.3 Mode d’activation des RCPG

Les voies de signalisation des RCPG sont déclenchées par la stimulation de la protéine G une
fois couplée au récepteur complexé a son ligand. L’activation des RCPG est un processus
complexe qui nécessite des modifications conformationnelles de la PTM causées par un
nouvel agencement des hélices. De fait, I’hypothése communément admise est que deux états
sont discernables suivant 1’organisation des hélices TM au niveau intracellulaire : état actif et
état inactif.

La Rhodopsine a été le premier récepteur cristallise avec une bonne résolution dans les
différents états.*? Néanmoins, il est difficile d’obtenir la conformation activée des RCPG di a
leur grande flexibilit¢é en lI’absence de la protéine G qui rend instable cet état. Afin de
remédier a ce probléme et afin d’acquérir des données structurales d’autres RCPG, des
alternatives ont été mises en place pour stabiliser la structure active démunie du partenaire
intracellulaire : i) la synthése de peptides mimant la partie Cterm de la sous-unité a de ce
dernier et ii) la conception d’anticorps qui manifestent un comportement semblable de la
protéine G.*1*344 Cependant en 2011, Rasmussen et al.** ont divulgué la premiére structure

cristallographique d’un RCPG (B82AR) couplé a la protéine Gs qui a permis de fournir des
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détails a haute résolution du mécanisme de signalisation a travers une membrane, ainsi qu’une

base architecturale pour les propriétés fonctionnelles du complexe tertiaire (PDB : 3SN6).

intracellulaire

Figure 9 Principales conformations de S2AR. A) Superposition des deux structures (la couleur bleue
est attribuée a 1’état inactif, PDB : 2RH1, et le vert a I’état actif, PDB : 3SN6), B) “Verrou ionique”
établi par ’interaction électrostatique entre une arginine et un glutamate (la rhodopsine, en cyan, a été
superposée pour la comparaison, PDB : 1F88, et I’hélice TMS a été enlevée pour plus de visibilité), C)
Fluctuation de la région NPxxY (colorée; les hélices TM1, 2 et 5 ont été retirées pour une meilleure
visibilité) et D) Coeur de triade.

En vue d’avoir une description du mécanisme d’activation de la majorité des RCPG, la f2AR
qui est largement étudiée sera prise comme le récepteur de comparaison (Annexe 1).4044-48

Le passage d’un état inactif a un état actif n’influe pas énormément sur la région supérieure
du récepteur. Seuls un repositionnement et une réorientation de certains résidus impliqués
dans la liaison avec le ligand peuvent étre constatés.**“® Le changement le plus remarquable
est le mouvement extérieur de la région cytoplasmique de I’hélice TM6 : on a un écart
d’environ 15 A entre le Ca de I’acide aminé E268 de I’état inactif et celui de la forme activée
(Figure 9A). Cela est engendré par la rotation de la partie supérieure de cette hélice (avant un
résidu proline, P288) appariée au réarrangement de la phénylalanine F282. Ce phénoméne a

également été caractérisé chez d’autres RCPG*'*3 et il est crucial pour pouvoir lier la protéine
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G ou la B-arrestine. L’ouverture conduit a la cassure du “verrou ionique” (ionic lock en
anglais), établi entre un glutamate (E268™®°) et I’arginine du segment DRY (R131™°) qui
engendre le rapprochement du motif NPxxY et donc de la tyrosine Y306™ vers le bundle
(Figure 9B et C). Il a été admis que ces deux critéres (présence du ionic lock et position
extérieure de NPxxY) définissent I’état inactif des RCPG.*>*"# Les autres changements lors
de I’activation des récepteurs sont le faible déplacement extérieur et I’extension de I’hélice
TM5 au niveau intracellulaire, et un avancement du domaine extracellulaire de TM3 en
direction du coeur de la protéine. En addition, selon des études de spectroscopie, le
tryptophane qui réside au sein de 1’hélice TM6 et conservé dans la plupart des RCPG aurait
un role dans ce processus d’activation di & la mobilité de son aromatique (chaine latérale) :
c’est un commutateur rotamérique.**

Un troisieme attribut de la forme inactive peut étre identifie : le coeur de triade, composé
d’une isoleucine (I1121™?2 chez B2AR), une proline (P211™°) et de F282™¢€ (Figure 9D). Il
est défini comme un “interrupteur” qui fait le lien entre le lieu de fixation du ligand et celui de
la protéine G*', ce qui signifie qu’un changement dans ’espace supérieur occasionne une
nouvelle organisation du coeur qui amorce un changement dans 1’espace inférieur. En effet, la
position de ces trois acides aminés différe d’un état a un autre. Dans [’état actif, la
phénylalanine est dirigée vers la proline qui est légérement plus prés de 1’hélice TM6, et
I’isoleucine se rapproche davantage de cette méme hélice (Figure 9D). Toutefois, la
fluctuation du site du ligand est indépendante du coeur de triade bien que la conformation de
ce dernier impacte la population relative de configurations du site. Dror et al.*’ ont démontré
par des éetudes de dynamique moléculaire (DM) que la cavité de liaison adopte une
configuration activée 78% du temps lorsque la triade est active contre 11% dans la forme
inactive. De méme pour le site de la protéine G, son état agit sur celui du coeur de triade.
1121, P211 et F282 sont en position active a 86% du temps quand la région cytoplasmique du
récepteur est ouverte et 0% lorsqu’elle est inactive (fermée).

Les travaux portant sur le mécanisme d’activation des RCPG ainsi que sur leurs voies de
signalisation n’ont cess¢ d’avancer, ce qui a permis de déterminer d’autres états
conformationnels de ces récepteurs : il s’agit d’états intermédiaires (Figure 10).35404750 | 3
notion est au pluriel parce qu’il n’existe pas qu’un seul état intermédiaire mais une multitude

qui présente des propriétés structurales apparentes conformément aux études de modélisation.
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Figure 10 Différents états conformationnels adoptés par les RCPG. A) Tragage d’une trajectoire de
dynamique moléculaire selon deux coordonnées géométriques (RMSD est la déviation racine carrée
moyenne). Le graphe révéle trois états distincts au cours du processus de désactivation de p2AR, et qui
sont représentés en rose pale, magenta et violet. Ils sont superposés a la structure inactive cristalline
(bleu). B) Population relative des trois états suivant diverses conditions : protéine non complexée (état
inactif prédomine), protéine activée par un agoniste (états inactif et intermédiaire fréquents) et protéine
activée par un agoniste et liée a une protéine G (état actif prime) [adaptée des figures 4 et 5 de
Latorraca et al.*].

La premié¢re identité découverte est 1’absence du ionic lock dans certaines structures
cristallographiques exposant un RCPG complexé a un “antagoniste”.**°0>! Ce dernier devrait
donc étre sous sa conformation inactive avec formation du “verrou ionique”. Plusieurs
hypothéses ont été émises concernant cette problématique comme la fusion du lysozyme T4
ou la co-cristallisation avec un anticorps volumineux qui prohiberait I’interaction entre
I’arginine et le glutamate, ou que I’état inactif serait en équilibre entre une forme avec le
“verrou” et une en I’absence de ce dernier. Des expériences de DM ont été réalisées afin
d’appuyer cette conclusion et les résultats confirment bien la cassure ionique et une absence

de modification de la position de I’hélice TM6 (Schéma 7).47%2
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Schéma 7 Formation du ionic lock au cours d’une dynamique moléculaire. A) Structure inactive
cristalline de B2AR (PDB : 2RH1), B) Zoom sur les extrémités de TM3 et TM6 avec superposition a
celles de la rhodopsine (rose, PDB : 1GZM), C) Résultat aprés simulation : le “verrou” est élaboré, D)
Variation au cours du temps de la distance entre les Ca des deux résidus (rouge) ainsi que celle de
leurs extrémités (Nri31-Oezes €N bleue). La zone grisée correspond a la période ol le ionic lock est
observé avec la distance C,-C, qui est comparable a celles de deux structures inactives de la
rhodopsine (PDB : 1U19 et 1L.9H) qui apparaissent en lignes grises (haut). Il en est de méme pour la
distance N-O (lignes du bas) [extraite de la publication Dror et al.*].

Le second critere analysé est la flexibilité de la région NPxxY qui inclut une tyrosine (Y306
chez B2AR) orientée vers la cavité orthostérique. Nygaard et al.*® ont observé a travers leurs
simulations de dynamique que cette partie de ’hélice TM7 est mobile et se réarrange au cours
du temps. Une nouvelle configuration du récepteur est obtenue mais elle ne corréle pas a la
forme activée (Figure 11). Cette réorganisation est caractérisée par la mesure des distances
entre les C, de S319™7 et 147™! et les C, de P323™7 et L75™® Une transition de la

tyrosine est également visible*® : 1’acide aminé s’incline durant I’(in)activation du RCPG
(Schéma 8).
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Figure 11 Caractéristiques d’un état intermédiaire chez f2AR. A) Transition de la conformation
inactive cristallographique (orange, PDB : 2RH1) a une conformation alternative (gris) implique une
rotation de la région intracellulaire de 1’hélice TM7 définie par un changement de position de deux
résidus (S319 et P323). B) Evolution au cours du temps des distances S319™-147™ et P323™"-
L75™? : a transition conduit & un accroissement de la distance Ser-1le et inversement pour la distance

Pro-Leu [reprise de I'article de Nygaard et al.*®].
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Schéma 8 Diverses conformations intermédiaires de B2AR. A) Structure inactive cristalline, B)
Principale voie d’inactivation : le processus passe par un état intermédiaire dans lequel TM6 maintient
sa position extérieure alors que TM7 est redressée et C) une voie alternative qui montre deux autres
états intermédiaires possibles avec la tyrosine inclinée vers le bas avant de retrouver une orientation
initiale [figure 9 de [’article Latorraca et al.*® remaniée].

Le coeur de triade n’a pas échappé aux études in silico et comme décrit précédemment, il est
dynamique et de ce fait, passe par plusieurs configurations possibles (Figure 9D).> De plus,
des travaux antérieurs ont été communiqués par Dror et al. en 2011*" au sujet d’une
abondance faible au cours du temps de la triade activée (11%) dés lors ou la partie
intracellulaire est dans un état intermediaire.

En regard de ces rapports, il a été découvert que plusieurs protéines apo (sans ligand)
présentent quelques activités basales qui sont indépendantes du contact d’un ligand.®>! Cela
s’expliquerait par de faibles barrieres énergétiques entre divers états qui sont aisément
franchies grace aux fluctuations thermiques. Les analyses suggérent donc que la structure
cernant le ligand est relativement “vivante” en I’absence de ce dernier. Ceci dit, la dynamique

des récepteurs peut aussi étre influencée par I’environnement qui I’entoure, soit la membrane.
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III. La membrane plasmique, une protection
cellulaire

[11.1 Description et généralités

Chaine grasse insaturée Glycérol

Chaine grasse saturée Phosphate

NH;
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Figure 12 Caractéristiques d’un lipide. En orange est représentée la queue hydrophobe et en bleue, la
téte polaire. Le fait que la téte posséde un groupe phosphate, on peut parler de phospholipide. Suivant
la nature de R, divers phospholipides sont obtenus : PC (phosphocholine ou phosphatidylcholine), PS
(phosphosérine ou phosphatidylsérine), PE (phosphoéthalonamine ou phosphatidyléthalonamine) et
PG (phosphoglycérol ou phosphatidylglycérol).

La membrane plasmique (MP), une bicouche lipidique, délimite toutes les cellules du corps et
elle est caractérisée par deux couches de phospholipides qui sont des composés amphiphiles
puisqu’ils posseédent une téte “phosphate” polaire et une queue carbonée apolaire qui peut étre
décrite par une ou deux chaines grasses (Figure 12). Les interactions mises en jeu dans la
conception d’une monocouche ou bicouche sont 1. les effets hydrophobes et interactions de

Van de Waals qui favorisent I’association des chaines carbonées et 2. les interactions
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électrostatiques et liaisons H au niveau des tétes polaires. Ces derniéres peuvent étre de
différents types (phosphocholine PC, phosphosérine PS, phosphoéthanolamine PE,
phosphoglycérol PG et sphingomyéline SM), et les chaines apolaires présentent parfois une
ou plusieurs doubles liaisons (DL) : on parle d’insaturation (Figure 12). La présence de DL
est le résultat d’une substitution d’une chaine saturée d’un phospholipide par un acide gras
insaturé (AGI, cf sous-partie 111.2). De cette réaction, on obtient des phospholipides insaturés
(L1) et on notera qu’une double substitution est possible.>*

L’épaisseur moyenne d’une membrane est égale a environ 7 nm (ou 3,5 nm en partant des
groupes phosphates), et ’aire par lipide déduite du volume de la téte polaire vaut environ 7,3
nm?3 pour une phosphatidylcholine. En tenant compte de ces descriptions, les molécules qui
sont en contact avec I’extrémité polaire sont donc hydrophiles et celles retenues au sein des
queues sont dites hydrophobes ou lipophiles. La membrane établit une barriere entre deux
milieux aqueux (polaires) : celui a I’extérieur et celui a I'intérieur de la cellule. D’autres
molécules telles que des protéines et du cholestérol peuvent se trouver insérées dedans et leur
répartition n’est pas équivalente dans chaque film lipidique. Cette composition mixte induit
une fluidite a la membrane : les phospholipides sont mobiles et peuvent, par exemple, se
déplacer latéralement (diffusion latérale). Néanmoins, divers paramétres influent également
sur la fluidité :

o la température. Chaque phospholipide a une température de transition (Tr) au-dela de
laquelle la fluidité est importante®™ (Annexe 2) : on parle de phase liquide. Lorsque la
température est inférieure a Tr, on obtient une phase gel ordonnée non dynamique.>®

e la nature des chaines carbonées. Plus le nombre d’insaturations ou de lipides insaturés
est élevé, plus il y a de désordre et donc plus la membrane est fluide. Cela est possible
d( aux doubles liaisons qui créent des courbures dans la chaine grasse empéchant les
phospholipides de se compacter et s’ordonner.>’*8

o le cholestérol. Par sa structure cyclique rigide et de petite taille par rapport aux
phospholipides, il joue deux roles distincts suivant la température. A T < Tg, son
insertion entre les queues apolaires confére une fluidité a la bicouche et a T > Ty, ce
composé apporte une certaine rigidité.>®

o certains ligands comme des neuroleptiques qui sont amphiphiles. Ce caractére est
nécessaire vu qu’ils doivent étre miscibles en milieu aqueux pour leur transport
jusqu’a I’organe cible et pouvoir interagir avec les récepteurs qui présentent un site de
liaison essentiellement hydrophobe. De fait, il est possible qu’ils s’accumulent dans
les MP.506!
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De plus, ce mélange d’¢éléments membranaires conduit parfois a la formation de raft
lipidiques qui sont des domaines enrichis en cholestérol. Ils peuvent s’associer a certaines
PTM et joueraient un rdle essentiel dans des processus biologiques comme la signalisation
cellulaire ou I’endocytose.®?®® Néanmoins, des domaines appelés non-raft, pauvres en
cholestérol, sont également générés dans la membrane et sont constitués de LI et précisément
de phospholipides polyinsaturés (LPI, cf sous-partie 111.2).535% Cet assemblage de LPI aurait
un impact sur I’activité des biomolécules (ex: RCPG) avec lesquelles ils interagissent.®*®° Les
AGI sont cruciaux pour le bon fonctionnement des cellules et spécialement des neurones qui
comptent une quantité élevée de LPI au niveau de leur membrane, et qui régissent tous nos
faits et gestes. De fait, moduler ces composés va affecter un grand nombre de mécanismes tels
la fluiditt membranaire, les interactions lipide-protéine ou encore la signalisation

intracellulaire.®

[II.2 Importance de l'apport alimentaire en oméga 3 et

oméga 6 pour le cerveau

Les acides gras (AG) comme leur nom I’indique sont des acides carboxyliques a chaine
carbonée aliphatique (hydrophobe) plus ou moins longue. Le nombre d’atomes de carbone
gue compte une chaine grasse varie de deux a vingt-six, et une chaine peut avoir des DL : elle
est dite monoinsaturée lorsqu’elle présente une DL et polyinsaturée si elle en possede plus
d’une. Une DL est capable d’adopter deux configurations (Cis ou trans) qui n’auront pas les
mémes conséquences sur la structure de I’AGI. Néanmoins, la majorité des AGI affichent des
DL cis et leur position caractérise le type d’AGI. Une nomenclature a été dressée pour les
identifier : CX:y,N-Z ol C est atome de carbone, x désigne le nombre de carbones, y le
nombre de DL et z correspond a la position de la premiére DL par rapport au bout de chaine

(Schéma 9). En I’absence de DL au sein de la chaine carbonée, on parle de chaine saturée

(Figure 12).



31

\
22/\ P WEEND ot W o VN o W & SR 10H
1 3

DHA (C22:6,n-3)
Membrane (phospholipide type PC)

Vol W VN . W /\_/\—N“\“

O

\/\/\//\/\/\/\/\/\I/”\ ,/l\‘/”\l_ z

/ \
DHA-PC (C18:0/C22:6,n-3) 0 sn2 sn3o- o \_ P
\0\

Schéma 9 Description d’un AGPI et incorporation sur une téte d’un phospholipide. L’acide
docosahexaénoique (DHA) est un AGPI de la famille des oméga 3 (n-3, numérotation en rouge) qui a
une chaine de vingt-deux carbones (numérotation en bleu clair) et six doubles liaisons d’ou la
nomenclature associée. Par I’action d’une enzyme, le DHA va étre greffé en position sn2 du groupe
glyceérol du phospholipide pour former le 1-stéaroyl-2-docosahexaénoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine
simplifié en DHA-PC.

Le systeme nerveux, et surtout les synapses, sont treés riches en acides gras polyinsatures
(AGPI), et particulierement en acide arachidoniqgue (AA ; C20:4,n-6) et acide
docosahexaénoique (DHA ; C22:6,n-3).%” La membrane synaptique contient ~80% de LPI,
c’est-a-dire des composés qui comprennent au moins une queue carbonée avec plusieurs DL
résultant de ’incorporation d’AGPI (Schéma 9).62%8 Parmi les principaux AGPI, on retrouve
I’acide linoléique (LA ; C18:2,n-6) et I’acide a-linolénique (ALA ; C18:3,n-3) qui ne sont pas
synthétisés par I’organisme mais sont indispensables parce qu'ils peuvent étre transformés en
AGPI a chaine plus longue. Il est donc essentiel d’apporter ces AG par 1’alimentation. Le LA
est le précurseur des AGPI de la famille des oméga 6 (n-6) avec I’AA et l'acide
docosapentaénoique (DPA ; C22:5,n-6) qui sont les plus abondants, et ’ALA conduit a la
production de I’acide eicosapentaénoique (EPA ; C20:5,n-3) et du DHA pour la famille des
oméga 3 (n-3) (Figure 13).%° Ces voies métaboliques sont en compétition car elles mettent en
jeu les mémes enzymes, et une fois synthétisés, les AGPI pourront étre introduits dans la
bicouche neuronale en position sn2 du phospholipide (Schéma 9). Communément, les LPI

exposent une chaine saturée en position snl et une chaine insaturée en sn2.
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Figure 13 AGPI synthétisés a partir de 1’acide linoléique et ’acide a-linolénique. Les numérotations
en rouge indiquent a quelle famille appartient I’AGPI et celles en bleu clair correspondent au nombre
de carbones constituant la chaine grasse.

Des études ont permis d’observer que certaines pathologies psychiatriques (ex: dépression)
n’étaient pas uniquement liées a une mauvaise régulation de PTM et/ou de neurotransmetteurs
mais elles sont également associées a une diminution des taux en AGPI et particuliérement en
oméga 3.3370-73

Bien que les oméga 3 et 6 soient proches structurellement (Figure 13), leurs propriéetes
biophysiques sont différentes et par conséquent, leurs fonctions physiologiques. Elles sont
parfois méme opposés.’*’ Un équilibre entre les oméga 3 et 6 se révéle alors important pour
certains processus physiologiques.®” En outre, il a été démontré qu’une augmentation de la
quantité de DPA “compensait” ’appauvrissement en DHA."%7®

Ce dernier a été attesté comme étant essentiel pour le développement et la maintenance des
fonctions adéquates du cerveau et posséde potentiellement des effets neuroprotecteurs.’ 77
Il est également capable d’affecter ’organisation latérale de la membrane cellulaire par la
formation de domaines non-raft qui améliorent la fonction de protéines spécifiques.5*®® En
effet, des études sur des RCPG menées par plusieurs équipes de recherches ont abouti a la
conclusion que les AGPI, et notamment le DHA, impactaient les fonctions et propriétés du
récepteur.”>’8% Une hypothése sur un mécanisme du DHA a été soulevée : cet AGPI

faciliterait le recrutement des effecteurs (protéine G et B-arrestine).®



33

IV. Impact de I'environnement lipidique sur les

propriétés conformationnelles des RCPG

Les interactions lipides-protéines ont longtemps été étudiées et les données acquises mettent
en évidence que la longueur et le degré d’insaturation des lipides, le type de téte polaire ainsi
que la teneur en cholestérol dans la bicouche jouent un réle crucial dans la modulation de ces
biomolécules. La dynamique moléculaire (DM) a permis de comprendre le comportement et
certains mécanismes par lesquels les composés d’une membrane impactent les propriétés des
PTM tels les RCPG. Etant le premier RCPG a avoir été cristallisé, la rhodopsine a fait ’objet
d’un grand nombre de travaux, mais avec I’évolution des procédés expérimentaux d’autres

RCPG comme la f2AR ont été largement examinés.

IV.1 Influence de la nature des chaines grasses

En 2007, Cordomi and Perez® ont souligné ’importance de la longueur et du degré de
saturation des chaines carbonées sur les propriétés structurales de la rhodopsine. Dans un
premier temps, plus la chaine est longue et plus le lipide interagit avec la protéine. En effet,
un lipide long pourrait “se déformer” au voisinage de la PTM afin d’optimiser les effets
hydrophobes contrairement a un lipide court qui adopterait une conformation étendue due a
une différence de taille. Dans ce dernier cas, les interactions hydrophobes lipide-lipide
seraient favorisées.

Il en est de méme pour le nombre de DL : un lipide fortement insaturé sera préferentiellement
en contact avec la biomolécule puisqu’il pourra s’adapter a la géométrie de la protéine comme
Iillustre la Figure 14.8% Rappelons qu’en lipidomique, les DL induisent une fluidité au
composé porteur de ces DL et donc un désordre au sein de la membrane en défavorisant le
regroupement des phospholipides (Figure 15).85% La surface membranaire se voit alors «
élargie » et I’épaisseur diminuée. Le changement aura un impact direct sur les propriétés

fonctionnelles de la PTM.8°88
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Figure 14 A gauche, un exemple de conformation ou une molécule de DHA-PC (jaune = chaine
saturée et orange = chaine insaturée DHA) s’adapte a la surface de la protéine (vert) [extraite de
I'article de Javanainen et al.®]. En effet, le schéma de droite affiche des configurations que peut
prendre un AGPI et ici, le DHA.

1
111711 1

_
ﬂ

Figure 15 Impact de la nature des lipides sur I’organisation et la fluidité de la membrane. Les lignes
droites caractérisent les chaines saturees et les lignes ondulées représentent les chaines insaturées.

Dans un second temps, les auteurs révelent que certaines régions hélicoidales du RCPG sont
sensibles aux LPI et particuliérement aux conformations adoptées par ces derniers. Il s’agit

des segments peptidiques qui comprennent des glycines et des prolines qui sont des résidus
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pouvant conduire a une torsion de I’hélice. L’orientation des hélices n’est cependant pas ou

peu affectée par I’environnement lipidique.

IV.2 Influence des tétes polaires

Outre le critere précédent, le type de la téte polaire influence les états conformationnels de la
PTM comme démontré par Bruzzese et al.® Les chercheurs ont comparé les effets
allostériques de trois phospholipides, DOPE (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-
phosphoéthanolamine), DOPG (1,2-dioleoyl-sn-glycéro-3-phosphoglycérol) et DOPC (1,2-
dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine) dont la différence réside au niveau de leur extrémité :
DOPE et DOPC possédent un groupe chargé positivement qui améne a une molécule neutre
(zwitterion) et DOPG affiche une charge négative (Figure 12). L’analyse des simulations
atomistiques, qui ont pour état initial la S2AR apo activée dans une bicouche simple, dévoile
trois résultats distincts suivant le lipide :

e le RCPG se désactive rapidement dans une membrane de DOPE avec la fermeture du
domaine intracellulaire par ’hélice TM6 qui s’accompagne d’une diminution de la
distance E268-R135 (« verrou ionique »), I’éloignement de I’hélice TM7 et une
réorganisation du coeur de triade. La superposition de la structure aprés simulation et
celle inactive cristallisée confirme 1’état inactif adopté (Figure 16A).

e |le DOPG quant a lui, stabilise la forme active. Cela est causé par I’interaction des
lipides avec des résidus chargés positivement de ’extrémité cytoplasmique de 1’hélice
TM6, ce qui permet de maintenir I’ouverture de la protéine au niveau intracellulaire.
Ces observations sont validées par une superposition structurale (Figure 16B).

e la B2AR, insérée dans une bicouche de DOPC, tend progressivement vers une
conformation inactive sans jamais atteindre cet état : elle est en équilibre entre une
forme inactive et des états intermédiaires. En effet, ’hélice TM6 se rapproche du
bundle alors que I’hélice TM7 s’en écarte, et le coeur de triade affiche des acides
aminés en position active et inactive (Figure 16C). Ces données sont comparables a
celles publiées par Dror et al.*” qui ont réalis¢ des DMs avec le lipide POPC (1-

palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine).
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Horn et al.%, ont aussi mis en avant ce mécanisme selon la nature des tétes polaires. Toutes
ces analyses corrélent avec celles expérimentales acquises par Dawaliby et al. qui ont attesté
que I’affinité pour un agoniste diminue en présence de DOPE mais augmente avec DOPG. En
effet, DOPE ne stabilise pas 1’état actif alors que DOPG fournit le meilleur environnement
pour I’activation, et DOPC ne favorise aucun des deux états mais déstabilise tout de méme la

conformation active.

DOPE DOPG DOPC

Figure 16 Structures de la B2AR dans une membrane sous I’effet allostérique de A) DOPE, B)
DOPG et C) DOPC. La structure cristallographigque inactive apparait en bleu clair et celle active en
orange. Les conformations aprés 4 s de simulation sont tracées en cartoon bleu, rose et vert (ICL est

I’anglicisme de BIC qui sont les initiales pour boucle intracellulaire) [réadaptée de 3 figures de

'article Bruzzese et al.>).

[V.3 Interaction du DHA et du cholestérol avec les RCPG

Le DHA étant important pour le bon fonctionnement de la transmission neuronale, plusieurs
travaux ont été et sont consacrés a cet acide gras et notamment a son interaction avec les
RCPG. Il en est de méme pour le cholestérol qui est un composant principal des MP et il

semblerait que ces molécules sont toutes les deux essentielles pour une activité biologique
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efficace de par leur interaction directe avec les PTM, ce qui impacte leur comportement et
donc leurs fonctions.”9:80:9091

En 2006, Grossfield et al’® ont montré par I’application de la DM tout-atome (DMTA, cf
Chapitre 11 - partie 1l) que le DHA-PC est fortement en contact avec la rhodopsine. Il se fixe
specifiguement dans des régions du récepteur, tout en formant une “couronne” autour de ce
dernier (Tableau 2 et Figure 17), ce qui provoque 1’éloignement des hélices, alors que le
cholestérol interagit faiblement avec la protéine. Les interactions entre les résidus qui
conferent une certaine stabilité a la protéine seraient ainsi perdues a cause de la présence du
LPI qui oriente sa chaine grasse polyinsaturée vers le RCPG (Figure 14).8384 Ce résultat
concorde avec les études de résonance magnétique nucléaire (RMN) menées par Soubias and

Gawrisch®? : une forte interaction est établie entre la rhodopsine et la chaine DHA.

Groupes Fréquence Hélices
DHA-PC

1 10 6
2 14 1,7
3 9 3,4
4 4 1,2
5 9 6, 7
6 4 1,7
7 7 3,4
8 5 6

non-groupé 16 -

Cholesterol

1 4 1,8
2 5 6, 7
3 6 3,4

non-groupé 47 -

Tableau 2 Heélices de la rhodopsine préférentiellement en contact avec le DHA-PC et le cholestérol.
L’analyse des différentes simulations a permis aux auteurs de distinguer plusieurs groupes au sein
d’un méme composé. Un groupe correspond a un ensemble de molécules (DHA ou cholestérol) qui
présentent des sites de liaisons semblables [données extraites de I’article de Grossfield et al.”].
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Figure 17 Cartes de densité du DHA et du cholestérol pour chaque monocouche. La rhodopsine est au
centre cependant elle n’est pas visible mais I’orientation des hélices est indiquée a droite de I’image
[Figure 2 de I’article Horn et al.®® modifiée].

Les travaux de Horn® appuient les résultats ci-dessus en démontrant la compétition qui existe
entre les LPI et le cholestérol. En effet, tel qu’exposé dans le Tableau 2, le DHA-PC se lie
parfois dans les sites définis comme ceux du cholestérol.®® D’autres recherches ont également
révelé cette compétitivité entre le cholestérol et le DHA ainsi que la préférence remarquable
pour I’interaction de RD2 et A2A (récepteur A2 de I’adénosine, Classe A) avec la chaine
DHA, en employant la DMTA et la dynamique moléculaire gros grains (DMGG, cf Chapitre
I1 - partie 111).8°8% Cette tendance est observée aussi bien au sein d’une membrane saine que
malade (Figure 18) mais la variabilité de la population en DHA-PC a des effets différents sur
les processus tels que 1’oligomérisation des PTMs.8%% Les chercheurs mettent en évidence
I’assemblage du LPI autour du RD2 et dans une étude récente qui n’a pas encore été publiée,

ils ont déterminé certaines hélices qui sont préférentiellement impliquées dans I’interaction

LPI-protéine (TM4, 6, 2 et 1).
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Figure 18 Densité de probabilité (fonction de distribution radiale, g(r)) des lipides autour du centre de
masse de A2A. Résultats de DMGG obtenus dans des membranes modéles a) saine (taux élevé de
DHA) et b) malade (taux faible de DHA) [reprise de Guixa-Gonzalez et al.®].

Concernant le cholestérol, cette molecule stabilise un état ce qui a une conséquence sur les
fonctions du récepteur.®* Bien que la molécule soit faiblement en contact avec la protéine, une
structure cristallographique de la S2AR dévoile que les hélices TM1-4 forment le site de
liaison du cholestérol.®® Par la suite, cette cavité portera le nom de CCM (Cholesterol
Consensus Motif). Cependant, des travaux recents sur certains RCPG exposent plusieurs sites
fréqguemment occupés (SFO) par le stérol®%-102 et suivant le récepteur étudié, ces SFO
peuvent varier. Toutefois, des hélices reviennent souvent dans les articles, il s’agit des hélices
TML1, 4, 6, 7 et 5. Cette derniere présente un motif de trois résidus V/L-Y-R/K qui est défini
comme le site CRAC (Cholesterol Recognition/interaction Amino acid Consensus) reconnu

par la molécule de cholestérol.
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V. Projetde these

Les parties précédentes rapportent qu’un grand nombre de pathologies psychiatriques telles
que la schizophrénie ou les troubles bipolaires s’accompagnent d’altérations de I’activité du
RD2 et de la composition lipidique cérébrale. Néanmoins, le role de 1’environnement
lipidique dans les processus d’activation des récepteurs et des voies de signalisation reste peu
étudié. Une entiere compréhension de cet aspect nécessite la contribution de plusieurs
domaines : pharmacologiques (in cellulo et in vivo), biophysiques et théoriques.

De ce fait, un projet a été fondé autour du RD2 (cible de fort intérét thérapeutique, Figure
19A) et des AGPI et s’insére dans une collaboration pluridisciplinaire allant du vivant a la
simulation numérique. Suite aux résultats obtenus par Chalon’ et ne connaissant pas les
mécanismes par lesquels un déséquilibre en AGPI participe au développement de ces
maladies psychiatriques, I’hypothése de ce projet est que les modifications lipidiques des
membranes neuronales pourraient directement impacter les processus de
neurotransmission via une action directe sur ’activité du RD2. En effet, la modulation de
LPI pourrait altérer I’état conformationnel du RD2 et donc son affinité pour ses ligands mais
également sa mobilité membranaire, ce qui aurait un impact sur la signalisation.

Les résultats préliminaires acquis par Isabel Alves et Rim Baccouch ont démontré que
I’affinit¢ du RD2 pour un agoniste et un antagoniste est améliorée dans une membrane
enrichie en LPI de type 3 (DHA-PC) mais également dans celle supplémentée en omega 6
(AA-PC, DPA-PC) [non publiés ; these de Rim Baccouch (2018-2021)]. Le point intéressant
de ces analyses est qu’une meilleure affinité a été observée avec le DHA-PC. Dans un second
temps, les travaux ont attesté de I’effet des LPI sur la quantité de [B-arrestine recrutée au
niveau de la membrane ainsi que sur I’internalisation (endocytose) du récepteur (elle diminue)
[non publiés ; these de Rim Baccouch (2018-2021)].

Dans le cadre de la modélisation, 1’objectif est d’illustrer par la DMGG, l’influence de
I’environnement lipidique sur les propriétés conformationnelles du RD2. Pour cela, trois
aspects ont été abordés : i) le comportement de LPIs, ii) les interactions LPI-RD2 et iii) la
compétition entre les LPI et le cholestérol. Des systemes peu complexes ont été générés en
accord avec les expériences de biophysique réalisées par Isabel Alves. Elle travaille sur des
membranes modeles constituées de POPC qui contiennent 5% d’un LPI et dans certaines

études, du cholestérol y est ajouté (10-30%). Le pourcentage indiqué de LPI a été déterminé
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comme la quantité minimale pour observer un changement dans les fonctions du RD2, et un
tel systéme peut étre comparé a une membrane de patients malades. Ainsi, nous avons étudié
quatre types de LPI séparément, dans un premier temps : DHA-PC, DDHA-PC
(phospholipide qui comporte deux chaines grasses insaturées DHA, oméga 3), DPA-PC et
DDPA-PC (phospholipide qui comporte deux chaines grasses insaturées DPA, oméga 6)
(Figure 19B).
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Figure 19 A) Séquence de RD2 (PDB : 6cm4, en rouge les hélices a, en rose les hélices 3'°, en vert
les boucles et en jaune les ponts disulfures ; BIC = boucle intracellulaire) et B) LPIs étudiés dans les
travaux de dynamique moléculaire.
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I. Généralité

Bien que la pratique permette d’obtenir un grand nombre de données comme la cinétique
d’agrégation de protéines, leur dynamique ou leur affinité pour un ligand, il est souvent
difficile de les comprendre. Les observations et interprétations faites conduisent a des
interrogations dont les réponses se trouvent au niveau atomique du phénomene considéré, et
qui ne sont pas visibles expérimentalement bien que la spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire (RMN) ou celle par double résonance électron-électron (DEER) par
exemple, ont pu répondre & un certain nombre de questions. 92103-105

Afin de faciliter I’interprétation des résultats expérimentaux, les méthodes qui consistent en
I’application de I’informatique telles que la modélisation moléculaire (MM) sont utilisées. Ce
domaine en plein essor a fait ses preuves et a montré un grand intérét dans la compréhension
de mécanismes biologiques et chimiques dii a une capacité¢ d’analyse au niveau atomique
voire subatomique (Figure 20). Parmi les différentes techniques que regroupe la MM, la
dynamique moléculaire (DM) est trés attractive car elle tient compte de la flexibilité des
molécules et de la notion du temps. De fait, il est possible d’étudier 1’évolution temporelle

(10%°-102 s) d’un systéme dans un environnement (ex: interaction lipides-protéine) et par

conséquent, de parcourir I’espace conformationnel des molécules, 101,106,107
# e mesoscale
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mm ex L - —
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Figure 20 La modélisation moléculaire a différentes échelles (méthodes quantique (“quantum™), tout-
atome ("all-atom™), gros grains ("coarse-grained") et méso-échelle ("mesoscale")) [Kmiecik et al.'®].
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Dans ce projet, la DM classique est utilisée et elle suit une démarche bien précise qui requiert
une structure tridimensionnelle des molécules ainsi que leurs données chimiques (ex: charges
atomiques) et physiques (ex: température de fusion) si possible, afin de réaliser une
simulation qui traduit avec précision la réalité ou d’obtenir de bons modeles prédictifs. Le site
Protein Data Bank (PDB) recense un grand nombre de macromolécules biologiques (Figure
21) et principalement des protéines déterminées expérimentalement par cristallographie aux
rayons X, RMN et cryo-microscopie électronique. L’évolution de ces techniques a permis
d’obtenir des structures avec une bonne résolution atomistique, un critére important depuis
qu’il a été démontré que l’activité biologique d’une protéine est directement li€ée a son
architecture 3D avec le concept “serrure-clé€” proposé par le chimiste allemand Emil Fischer

en 1894.
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Figure 21 Evolution du nombre de macromolécules inscrites dans la PDB. En jaune, le nombre total
de structures identifiées par cristallographie aux RX, RMN, microscopie électronique et modélisées.
Le nombre total de structures déposées dans la PDB par an est indiqué en bleu [van Montfort and
Workman'®].

La DM classique s’appuie sur les principes simples de la physique et notamment les lois de
Newton qui relient le mouvement des particules, soit leurs positions dans I’espace au cours du
temps, a la force appliquée (Equation 1). Le comportement des molécules est ainsi simulé
au niveau atomique et cela signifie que les réactions chimiques, impliquant des effets

quantiques, ne peuvent étre traitées.
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2
Fi(t) = mi.ai avec a; = d r‘/ dt2 Equation 1

ou a; = accélération de la particule i
m; = masse de la particule i
1; = position de la particule i
avec 1<i<N

Les atomes sont représentés par des spheres impénétrables possédant un rayon, une masse et
une charge atomique, reliées entre elles par des ressorts définis par une longueur d’équilibre et

une constante de force (Figure 22).

Figure 22 Représentation des atomes et de la liaison chimique en mécanique classique.

Le mouvement des particules dépend et est donc déterminé par 1’ensemble des forces exercées
par toutes les autres particules en fonction du temps : I’intégration de I’Equation 1 permet
de définir la nouvelle position d’une particule. Ces forces dérivent de potentiels de liaisons ou
interactions ainsi 1’énergie potentielle totale Et est décrite comme la somme de plusieurs
termes énergétiques (énergies de liaisons E,, d’angles Eg, de torsions Eg, des liaisons
hydrogenes Ey, interactions de Van der Waals (VdW) E_; et électrostatique E¢). A cela, il
peut s’ajouter les forces imposées ou contraintes Econtraintes (Equation 2). E; est un modele
semi-empirique qui caractérise ce jeu de sphéres et de ressorts et correspond au champ de

forces.

Et=EI+ Ee+ E¢ + ELs + Ee+ En + Econtraintes Equation 2

termes liants termes non-liants

Notons qu’il n’existe pas qu'un champ de forces mais différents champs de forces suivant le
logiciel de simulation utilisé et deux logiciels peuvent présenter un méme champ de forces.
Les logiciels les plus connus sont AMBER, GROMACS (utilisé pour notre étude'’®) et
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NAMD, mais le principe reste le méme. La différence se fait au niveau des algorithmes qui
peuvent varier d’un logiciel a un autre.

Néanmoins, 1’avancée des recherches biologiques a entrainé une amélioration de la DM afin
de pouvoir simuler de larges systémes tout en gardant un temps de calcul convenable.
Actuellement, il est possible de représenter les molécules a différentes échelles (Figures 20,
23 et 29) et I’emploi spécifique d’un modele dépend de I’étude et de la problématique qui en

résulte.
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I[I. La dynamique moléculaire tout-atome ou

atome unifié

Les premiéres études de ’appareil humain en DM ont été réalisées en tout-atome (TA) ou
atomes unifiés (AU) suivant le champ de forces utilisé (Tableau 3). Ainsi, les molécules
constituants le systeme sont représentées par des atomes et des liaisons en respectant
I’hybridation soit la géométrie des molécules (Figure 23). Dans le second modeéle (AU), les
hydrogénes aliphatiques ne sont pas présents explicitement : le groupe -CH. est décrit comme
une seule particule, ce qui diminue le nombre de degré de liberté et donc accélére le calcul.

Figure 23 Modéles atomistiques du 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (POPC). A
gauche, la représentation tout-atome (134 atomes) et a droite, la représentation atome unifié (52
atomes).

Le choix d’une représentation dépend de I’étude en question qui conduira a sélectionner un
champ de forces adéquat suivant le logiciel de DM. En effet, rappelons qu’il ne compte pas un
unique champ de forces mais plusieurs avec une spécificité pour certaines biomolécules. Le
tableau suivant répertorie les champs de forces les plus connus et leur champ d’application.
En général, ils sont dits semi-empiriques car ils introduisent a la fois des données
expérimentales et des résultats de simulations de mécanique quantique afin de reproduire avec

précision le(les) phénomeéne(s) réel(s).
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Nom Modele Protéine Lipide Acides nucléiques
GROMOS AU + + +
AMBER TA + - +
OPLS TA/AU + + -
CHARMM TA + + -

Tableau 3 Quelques champs de forces atomistiques pour 1’étude de macromolécules (TA = tout-
atome, AU = atome unifié).

Cependant, quel que soit le champ de forces, il décrit les interactions inter- et

intramoléculaires et il est constitué de deux principaux termes (Equation 2).

[I.1 Interactions liantes

De maniere simple, une molécule est constituée de particules (ou atomes) liées de facon
covalente ainsi les interactions mises en jeu peuvent impliquer deux particules (élongation de
la liaison, Equation 3a), trois particules (déformation d’angle, Equation 3b) ou quatre
particules (torsion, Equation 3c). Un potentiel harmonique permet de décrire chacune de

ces déformations.

a. E = 1/2 Kij(rij.leg)? Equation 3

b. Eg= 1/2 Kijr(Biji-0eq)?
c. Ey= K1+ cos(me;j — 7))

avec K = constantes de forces
i-] = particule i-1
1;j = distance entre les particules i et j leq = distance a I’équilibre
0 = angle formé par les particules i, j, k 0eq = angle a 'équilibre
m = ordre de séries de Fourier

@i = angle diedre formé par les particules i, j, k, 1 Y = angle de phase du
diédre
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La différence entre les champs de forces se fait au niveau des paramétres constituants les
équations ci-dessus. Par exemple, le champ de forces GROMOS96!! développé dans
GROMACS applique un coefficient de ¥ au lieu de %, et le carré de rj; et leq dans ’expression
de Ei. L’Equation 3c¢) différe également dans ce champ de forces, elle comporte un terme
de torsion des angles diédres et un terme d’interaction harmonique des angles diedres
impropres. Ainsi, le résultat de simulation ne sera pas le méme suivant le champ de forces

employé.
[1.2 Interactions non-liantes

Ces termes correspondent aux interactions entre deux particules non-liées. Elles regroupent
les interactions de VdW et les interactions electrostatiques. Un potentiel permet également de
traduire ces interactions (Equations 4 et 5).

En effet, 'interaction ¢électrique de faible intensité entre deux particules i et j qui conduit a
une déformation de leur nuage électronique est exprimée sous la forme d’un potentiel de

Lennard-Jones (LJ, Equation 4). Il est le plus utilisé pour traduire les interactions de VdW.

w= ()= () Ko
= — quation 4
Y 1 7”8‘

olt Cj? et C} = constantes qui dépendent de la nature des particules i et j
1;j = distance entre les particules i et j
Ci? — cs .
12 = terme répulsif et o= terme attractif
T Tij

Le potentiel Coulombien permet de décrire le terme d’énergie €lectrostatique soit I’interaction
entre deux particules i et j possédant une charge entiére ou partielle (gi et ;). 1l est représenté

par I’équation suivante :

_ 4

E, Equation 5

q Jj /
ATEy€EL Ty
ou & estla permittivité du vide et &, celle du milieu
1jj = distance entre les particules i et j
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On notera que cette interaction ne dépend pas uniquement de la distance entre les deux
particules mais sera fortement influencée par le milieu.

En chimie, I’intensité des interactions non-liantes dépend de la distance des deux partenaires,
plus ils sont proches et plus I’interaction est forte et inversement. Ainsi, il est important de
simuler ce caractere en DM et cela peut demander un temps de traitement considérable
suivant la taille du systéeme étudié (augmentation du nombre de paires de particules soit le
nombre d’interactions a calculer).

Afin de se dispenser d’une telle consommation en temps de calcul, plusieurs approches ont été
développées comme celle dite du cut-off. Cette méthode induit une coupure instantanée du
calcul d’énergie lorsque la distance entre les deux particules excede la valeur seuil indiquée,
ce qui peut engendrer des artefacts de simulation ou des instabilités énergétiques. Une autre
approche est celle de la diminution accélérée de I’énergie d’interaction, et deux méthodes
existent pour décrire ce processus. La premiére est appelée Shift et elle entraine une
diminution rapide mais légére suivant que rj croit jusqu’a un arrét une fois que la distance
maximale, précisée par I’utilisateur, est atteinte. La seconde méthode, Switch, fait appel a
deux valeurs seuils ou l'interaction est calculée normalement avant la premiere limite et au-
dela, une décroissance énergétique est observée. L’interaction sera ignorée lorsque le
deuxiéme seuil est depassé.

La coupure brusque des interactions non-liantes par ces trois démarches ne posera pas
spécialement de probleme concernant les interactions de VdW mais pourrait conduire a une
mauvaise reproduction des interactions électrostatiques. Afin de remédier a cette sous-
évaluation, les méthodes de Particle Mesh Ewald (PME)'!211 et de reaction-field**!® sont
favorisées puisqu’elles n’induisent pas d’interruption du calcul des potentiels. On notera que
la premiére approche nécessite d’avoir un systéme initialement neutre, de fait, des ions

peuvent étre ajoutés si besoin.

I1.3 Acquisition des nouvelles positions

La DM s’appuyant sur les lois de Newton, les nouvelles coordonnées, soit la position, d’une
particule i sont déterminées en intégrant 1’équation du mouvement (Equation 1). L’itération
de cette opération permet d'obtenir une trajectoire qui décrit I’évolution du systéme au cours

du temps. Plusieurs algorithmes existent pour intégrer cette équation mais le plus connu est
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celui de Leapfrog!!® qui utilise les vélocités au temps t—At/2 pour calculer la position T au

temps t. Les vitesses sont donc mesurées pour des intervalles de temps (At) demi-entiers alors
que r est évaluée pour des At entiers ainsi que la force F exercée sur i (Figure 24). De fait, la

position de i a t+At est obtenue par la relation suivante :

r(t+At) = 1(t) + v(t+At/, JAt Equation 6
avec Vi(t+At/2 ) = Vi(t_At/Z ) + (Fi(t)/ml.)At

ou v = vitesse de la particule i

Positions r(t) r(t+At)
Vitesses  V(t-At/2) ] VEHAY2) L v(t+3042)
Forces F(t) F(t+At)

o 9 o o 9 >

Temps t-At/2 t t+At/2 t+At t+3At/2

Figure 24 Principe de I’algorithme Leapfrog lors de I’intégration de 1’équation du mouvement.

On notera que la vibration moléculaire la plus rapide étant de 1’ordre de 10 fs, At doit étre
bien inférieur a ce dernier (1 - 2 fs).

Lors du calcul de la position, il est possible de tenir compte d’un troisieme terme énergétique
qui correspond aux contraintes (Equation 2). L’application de ces forces spéciales se fait
dans certains cas et aura donc une influence sur 1’évaluation de la nouvelle position de i. En
effet, il est possible de restreindre le mouvement de particules qui nous intéressent (ex:
protéine) lors de la simulation afin de maintenir une structure proche de celle initiale.
L’emploi de contraintes ou restrictions sur la position de particules, voire les longueurs de
liaisons, les angles et les torsions, dépend de I’objectif du projet et il est souvent réalisé

pendant 1’étape d’équilibration du systeme. Pour cela, plusieurs algorithmes peuvent étre
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utilisés tels que DI’algorithme LINCS!’ qui applique des contraintes sur la position et les
longueurs de liaisons. Ces dernieres sont rectifiées a une bonne longueur en cas de
déformations démesurées apres I’ajustement des positions. Cette méthode est rapide et stable,

¢’est pourquoi elle est couramment employeée.

[1.4 Traitement et modeles de '’eau

Outre les contraintes, le solvant dans lequel est immergeé la/les molécule(s) a étudier influence
leur comportement. Le résultat ne sera pas le méme suivant la représentation du solvant
(explicite/implicite), leur nature (aqueux/organique) et le modele de la molécule de solvant. Il
est donc important de choisir raisonnablement le solvant afin de modéliser avec preécision le
comportement des molécules d’intéréts. Nos études portant sur des systémes biologiques,
I’eau a été utilisée comme solvant et des ions (NaCl) ont été ajoutés afin d’imiter le milieu
naturel de 1’objet d’étude. Dans le cas d’une production avec la méthode PME, 1’addition
d’ions permet d’arriver a un systéme neutre.

L’emploi du solvant aqueux peut se faire de deux maniéres : explicitement ou implicitement.
Un solvant explicite sera présent dans la boite de simulation et donc visible lorsque le systéeme
est ouvert avec un logiciel de visualisation comme VMD. A la différence, un solvant implicite
est représenté par sa constante diélectrique e qui sera prise en compte dans le calcul de toutes
les interactions, ce qui demande un temps de simulation beaucoup moins important que la
premiére méthode. Toutefois, I’ajout des molécules de solvants conduit a une meilleure
reproductibilité car les interactions solvant/soluté(s) seront également analysées.

Plusieurs mode¢les d’eau ont été développés et ceux utilisés dans ces travaux sont le modéle
single point charge (SPC)!!8 et le modéle transferable intermolecular potential 3 points
(TIP3P)!® qui représentent la molécule comme trois sites rigides portants chacun une charge

partielle. Ce dernier est applicable de préférence avec le champ de forces AMBER.
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I1.5 Systeme infini: les conditions périodiques aux limites

In vivo, les réactions s’effectuent dans un milieu infini et en pratique, elles se réalisent dans
un milieu limité (ex: ballon) ou les bords n’auront pas d’impact sur le processus. Cela n’est
pas le cas en DM qui induirait un arrét du traitement des interactions lorsque les atomes se
retrouvent a la limite de la boite qui présente un vide de I’autre c6té. Il y aurait une
perturbation du comportement des molécules et donc de la simulation. Afin de réduire les
effets de bord et avoir un systeme infini qui mime la réalité, les conditions périodiques aux
limites (PBC) sont utilisées. Cela revient & répliquer la boite de simulation dans les trois
directions de 1’espace xyz, ainsi tout atome qui sort d’un coté est réintroduit en méme temps,
avec le méme jeu de vélocité et de forces, du coté opposé (Figure 25). Les interactions non-
liantes s’effectuant entre deux particules, seules les images périodiques les plus proches de
chaque particule seront prises en compte pour les calculs énergétiques. De plus, pour éviter
qu’une particule n’interagisse avec son image, la plus petite distance entre le solute et le bord

de boite doit étre au moins deux fois supérieur a la limite de troncature (cf sous-partie 11.2).

Figure 25 Illustration 2D des conditions périodiques aux limites. La boite principale est représentée en
noir et les particules constituants le systeme en vert foncé et magenta. La fleche noire indique le
mouvement de la particule qui quitte la boite vers le haut pour rentrer vers le bas. La fléche
discontinue rouge indique I’'image périodique de la particule qui est sortie de la boite.

Malgré toutes ces étapes accomplies (choix du champ de forces, boite de simulation,
solvatation, etc), la dynamique ne peut pas encore étre lancée. Tout d’abord, il faut minimiser

I’énergie et équilibrer le systéme.
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[1.6 Minimisation et équilibration du systeme

Les larges systémes dépendent de plusieurs variables et paramétres, ainsi les forces initiales
peuvent étre trop importantes, ce qui amenerait a des erreurs de calculs et donc une trajectoire

anormale. Afin d’éviter cela, il faut partir d’un systéme stable.

11.6.1 Génération d’un systeme stable

La premiére étape pour avoir un systéme moléculaire stable, soit obtenir une configuration de
basse énergie, est de procéder a une minimisation de I’énergie. Le principe est de rechercher
le minimum local le plus proche de 1’état initial. Le minimum global qui correspond a /’état
énergétiquement le plus bas ne sera jamais atteint car il n’est pas possible de franchir des
barri¢res énergétiques et donc de balayer tout ’espace conformationnel (Figure 26a). On
notera qu’a chaque réarrangement des particules, correction des valeurs d’angles, de liaisons
et donc des génes stériques, une configuration est attribuée. De plus, 1’état stable déterminé
lors de cette phase dépend de la conformation initiale du systéme.

Les méthodes de minimisation les plus couramment utilisées sont celles dites de gradient qui

font appel a I'énergie potentielle et sa dérivée premiére.
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Figure 26 Principe de la minimisation. a) Diagramme énergétique présentant les minima locaux et le
minimum global d’un systéme et b) les deux méthodes de minimisation.

La premiére approche fait appel a 1’algorithme steepest descent (SD, plus grande pente en
francais) qui est une méthode de minimisation qui utilise uniqguement la pente de la surface
(Figure 26b). L’avantage de cette démarche est qu’elle est applicable pour des structures
initiales car elle permet de diminuer les caractéristiques d’énergies les plus hautes, ainsi il est
possible de descendre rapidement vers un minimum local. Elle est donc conseillée pour une
premiére minimisation afin de rectifier les contacts stériques entre particules. Cependant, il y
a une perte d’informations des étapes précédentes et elle converge lentement aux faibles
valeurs de gradient sans jamais atteindre le minimum : elle aura plutdt tendance a osciller
autour.

La seconde méthode dite des gradients conjugués (GC) suit le méme principe mais prend en
compte les données générées par les itérations précédentes pour calculer plus finement les

nouvelles conditions (Figure 26b) : un processus d’optimisation a donc lieu. De plus, la
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convergence est plus rapide, mais elle ne conviendrait pas a un premier usage car 1’espace
conformationnel n’aurait pas été complétement exploré, puis elle est instable lorsque la
structure initiale est loin du point minimum. Elle demande également un temps de calcul plus
important que la SD. Par conséquent, cette approche peut étre utilisée pour compléter la

minimisation.

11.6.2 Contrdle de la température et de la pression

L’¢tape suivante est appelée “équilibration” et permet de stabiliser certains parametres de
thermodynamique autour d’une valeur consignée. Ainsi, ils seront indépendants de tous
changements tels que 1’évolution du volume de la boite.

Par défaut, la dynamique est réalisée dans un ensemble NVE (microcanonique) ou le nombre
de particules (N) et le volume (V) sont constants et I’énergie totale du systeme (E) conservee
lors de l'intégration des équations de Newton. Suivant ’objet de I’étude, il sera amené de
travailler a température (T) constante, et non en conservant E, ou bien a température et
pression (P) fixes en permettant au volume de varier : on parlera d’ensembles NVT
(canonique) et NPT (isobare-isotherme) respectivement. Néanmoins, un contrle de la
température, qui est donnée par 1’équation de Boltzmann en fonction de 1’énergie cinétique
(Ec) des particules, est souvent requis.

Plusieurs méthodes ont été développées pour effectuer ce contrdle de température et de
pression. Dans le premier cas, un thermostat comme celui de Berendsen, implémenté dans
GROMACS, peut étre employé pour maintenir la température : une relaxation de T vers
Treterence A lieu sans tenir compte de la distribution de Ec.2?° Cela peut donc induire des erreurs
pour de larges systémes ainsi, il est préférable de réaliser les simulations avec I’algorithme V-
rescale qui renormalise les vitesses et comprend un terme qui prend en compte cette
distribution énergétique.'? Le thermostat de Berendsen est pour autant trés efficace pour les
systemes hors equilibre car il permet la fluctuation de température jusqu’a atteindre la valeur
inscrite : T n’est pas fixe.

Il est possible de travailler a pression constante si le systéme est couplé au bain de pression de
Parrinello-Rahman.'?? Pendant I’équilibration, il est recommandé d’utiliser le barostat de
Berendsen di a ses propriétés intéressantes en terme de relaxation de systéme : il traduit bien

les données thermodynamiques et il est donc plus lent.?3
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L’application de la DM au niveau atomique reste difficile pour un grand nombre d’études de
phénomeénes biologiques qui se produisent sur une échelle de temps trop importante due a leur
taille et/ou leur complexité. En effet, il faudra un temps de calcul considérable afin d’explorer
une grande partie de l'espace énergétique et ainsi observer le phénomene qui nous intéresse.
Dans I’intention de balayer cet espace énergétique, il conviendrait d’avoir une puissance de
calcul importante ou bien, de diminuer le nombre de degré de liberté des molécules et passer a
une description moléculaire simplifiée. Cela a conduit a 1’élaboration de modéles appelés
“gros grains” (GG) (Figure 27) et plusieurs champs de forces ont été développés en se basant

sur cette représentation.1%®
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III. L'approche MARTINI pour I'étude de

systemes biologiques

Les premieres représentations GG ont été publiées dans les années 70 et sont élaborées en
gardant un lien étroit avec les modeéles atomistiques et chaque description suit une philosophie
différente. Pour notre étude, nous avons employé le champ de forces MARTINI qui est le plus
utilisé pour I’analyse de systémes lipidiques'?*1?° et de protéines'?®1? et qui a été développé
pour GROMACS.

[I1.1 Champ de forces gros grains MARTINI : principe

Ce champ de forces est basé sur la reproduction des propriétés thermodynamiques telles que
les énergies libres de partitionnement entre la phase polaire et apolaire d’un grand nombre de
composés chimiques, les énergies libres d’hydratation et de vaporisation, afin de sélectionner
les parametres d’interactions appropriés. Cependant, comme en DMTA/UA, il existe un grand
nombre de champs de forces gros grains qui sont bien commentés dans la revue de Kmiecik et
al. publiée en 2016.1%®

Le modele MARTINI suit une construction “quatre pour un”, cela signifie qu’environ quatre
atomes lourds sont considérés comme un seul centre d’interaction et constituent un grain. On
peut également parler de super-atome. Ainsi, le grain “eau” comporte quatre molécules d’eau
(Figure 27A). Une exception est accordée pour modéliser les cycles : un découpage “deux
pour un” ou “trois pour un” est adopté afin de garder une bonne résolution et ces super-
atomes sont désignés par la lettre S (Figure 27C). Les ions sont pris individuellement, ¢’est-a-
dire qu’un grain regroupe un ion avec sa couche d’hydratation. Lors de la premiére
optimisation de ce champ de forces (version 2.0), des particules “anti-gel” dénommées BP4
ont été implémentées et elles sont souvent utilisées pour empécher la solidification non-
souhaitée de I’eau dans des dynamiques réalisées a des températures inférieures a 290 K. En
2010, le modéele d’eau polarisée a été envisagé pour avoir une meilleure description des
interactions entre composés polaires et/ou chargés et il n’est employé que dans des cas

spécifiques ou ces interactions jouent un role important.?
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P4

Figure 27 Exemples de cartographies (en cyan, les grains et le type de grain est inscrit en bleu). A)
Particule représentant ’eau constituée de quatres molécules, B) Lipide DPPC et C) Peptide
(AlaArgPheAla) [basée sur la figure 1 de la revue de Marrink and Tielman®®].

Cette représentation MARTINI ne vise pas a reproduire exactement des details structuraux
d’un état particulier pour un systéme distinct, mais elle a pour objectif un grand nombre
d'applications sans recourir a une re-paramétrisation du modele a chaque fois. Pour cela, un
calibrage approfondi de building blocks chimiques a été réalisé par rapport aux données
thermodynamiques et notamment les coefficients de partage huile/eau.?

Notons que I’utilisation de la dynamique moléculaire gros grains (DMGG) ne permet pas de
se focaliser sur des phénoménes locaux de l'objet d’étude, soit considérer les interactions
interatomiques, mais elle s’intéresse aux comportements mésoscopiques qui résultent
d’interactions prépondérantes (ex: interaction lipides-protéine, auto-assemblage lipidique). En
effet, travailler a une telle échelle revient a réduire le nombre de particules et donc le degré de
liberté du systeme, ce qui implique un changement dans le diagramme énergétique qui devient
plus lisse (Figure 28). Il sera parcouru plus facilement et plus rapidement : on a une réduction
du temps de simulation de I'ordre de 4. Par conséquent, il est possible de lancer des
dynamiques de quelques millisecondes de systemes de I’ordre du micromeétre sur une courte
durée suivant les ressources de calcul. Les liaisons entre les grains étant généralement moins
rigides que celles reliant les atomes, I’intervalle de temps pour I'intégration de 1’équation du

mouvement varie également, il peut prendre des valeurs comprises entre 10 et 100 fs.



60

Tout-atome ) Gros-grains

Figure 28 Diagramme énergétique 3D tout-atome VS gros grains. Un aplanissement est appliqué en
gros grains, ce qui permet une exploration plus efficace de 1’espace énergétique afin d’atteindre un
minimum global [adaptée de la figure 3 de la revue de Kmiecik et al'%].

[11.2 Paramétrage des super-atomes

Un grain comportant plusieurs atomes lourds, on a une perte d’informations sur la nature
chimique des especes et la directionnalité des liaisons. Ce dernier attribut signifie qu’il n’est
pas possible de simuler les liaisons hydrogéne (ou liaisons H) en DMGG. Afin de reproduire
les interactions entre les super-atomes et donc la conduite des composes, chaque grain de
masse €égale a 72 uma (correspondant a quatre molécules d’eau) se voit assigner un type. Le
champ de forces MARTINI propose quatre principaux types de grain : polaire (P), non-
polaire (N), apolaire (C) et chargé (Q), qui peuvent étre divisés en sous-types indiquant le
degré de polarité (1 = faible polarité a 5 = polarité élevée) et la capacité donneur-accepteur de
liaisons H pour P et N (d, a, 0, da) (Figure 27). Cela permet un réglage plus fin des
interactions sur la base de la nature des atomes et de conserver la spécificité chimique des

molécules.

111.2.1 Interactions non-liantes

Toutes les particules interagissent via des forces de types VAW a I’exception des voisins

proches (contact suivant un potentiel harmonique de liaison), voisins suivants (application
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d’un potentiel harmonique d’angle) et les groupes chargés (interaction électrostatique).
Comme en DMTA, cette “liaison” est exprimée par le potentiel de LJ (Equation 7) qui fait
intervenir la force de I’interaction ¢ et la distance effective minimale entre deux grains oij. &j
est déterminée par une valeur qui définit un niveau d’interaction allant de 0 a IX soit dix au
total (Tableau 4) et qui sont présentés sous forme d’une matrice.!?* Cette constante équivaut a

75% de la valeur standard pour les particules cycliques.

Vi = 4€;; [(aij/r)lz - (aij/r)6] Equation 7

ou r = distance entre les deux particules considérées

Niveau Valeur (kJ/mol) Interaction
0 5,6 la plus polaire
| 5,0 forte interaction polaire en milieu aqueux
I/l 45/4,0 modéliser liquides volatiles
v 3,5 non-polaire (chaines aliphatiques)
V-VII 3,1/2,71231/20 mimer divers degrés de répulsions hydrophobes
IX 2,0 entre particules chargées et milieu tres apolaire

Tableau 4 Niveaux d’interaction décrivant la force des interactions non-liantes.

La distance oj peut prendre trois valeurs suivant le type de grains mis en jeu. Elle est
communément de 0,47 nm mais vaut 0,43 nm pour ’ensemble S afin de maintenir la
géométrie des cycles et donc leur comportement. Elle est fixée a 0,62 nm pour les couples Q -
C1/C2 (particules chargées - trés apolaires) en vue d’avoir une meilleure conservation des
couches d’hydratation des super-atomes chargés en milieu apolaire. Les interactions
¢lectrostatiques sont, quant a elles, traitées par une fonction d’énergie potentielle
Coulombienne avec une constante diélectrique relative e de 15 (2,5 avec modeéle d’eau
polarisé), qui a été déterminée comme la valeur qui conduit a un bon équilibrage de la force

d’hydratation accrue de plusieurs grains. Ce potentiel est uniquement appliqué aux groupes
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porteurs d’une vraie charge. Ceux possédant une petite charge partielle interagissent via une
“liaison” type LJ et les ions disposent d’une charge réduite pour prendre en compte les effets
d’hydratation implicite. Ces interactions non-liantes dépendent de la distance, ainsi un shift de
I’énergie potentielle a lieu au-dela d’une valeur pour étre nulle une fois la limite (reutofr = 1,1

nm) dépassée.
111.2.2 Interactions liantes

Un potentiel harmonique permet de contréler chaque interaction liante (élongation,
déformation, torsion) et les parametres impliqués ont €té mesurés en s’appuyant sur des
données structurales qui dérivent de la géométrie atomistique, ou a partir d’un processus
itératif. Cette derniére démarche permettait d’ajuster systématiquement les valeurs des
parametres GG jusqu’a obtenir un bon recouvrement avec la fonction de distribution résultant
de simulations TA de groupes d'atomes correspondants.

Ainsi, la liaison entre sites connectés est caractérisée par une distance d’équilibre de 0,47 nm
et une constante de force de 1250 kJ.mol*.nm™. Ces valeurs ne sont pas un prérequis, il est
possible de les changer pour traduire au mieux la structure chimique sous-jacente. La rigidité
des chaines est représentée par I’utilisation d’un potentiel harmonique du cosinus (Equation
8) pour les angles 6, qui peuvent étre égaux a 120° (double liaison cis) ou 180° (aliphatique
et double liaison trans) a I’équilibre. La constante de force K associée est de 25 kJ.mol*.nm
pour les chaines aliphatiques et vaut 45 kJ.mol™.nm pour les doubles liaisons. De méme, ces

données sont modifiables suivant la molécule considérée.
Vg = K/Z (cos @ — cos 6;)> Equation 8

Les particules cycliques sont des cas particuliers. Les liaisons et les angles peuvent étre
remplacés par un ensemble de contraintes pour maintenir la rigidité des cycles et éviter les
hautes fréquences d’oscillations résultants de grandes constantes de forces. De plus, les
interactions intermoléculaires de types LJ sont exclues dans les systemes cycliques, et un
potentiel d’angle diedre impropre est applicable pour des géométries plus complexes afin

d’empécher des distorsions hors plan.
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I11.3 Extension aux protéines

Principalement développé pour les lipides, le champ de forces MARTINI a rapidement été
adapté aux protéines.’®® Le modéle GG protéique a été défini en adoptant la méme
philosophie que pour les lipides : les paramétres d’interactions ont été sélectionnés en se
basant sur les énergies de partitionnement des chaines latérales des acides aminés entre 1’eau
et ’huile. Cependant, cette version 2.1 présentait plusieurs défauts comme le caractere trop
hydrophobe de la phénylalanine (Phe), la proline (Pro) et du tryptophane (Trp), I’instabilité de
dimeres formés par des résidus polaires en milieu apolaire, ainsi que la polarité de certains
acides aminés. Des améliorations ont donc été effectuées et le nouveau jeu de paramétres est
inscrit dans MARTINI version 2.2.127 On notera qu’une nouvelle version (3.0) est disponible
depuis juillet 2018 avec de nouvelles corrections!®, cependant ayant utilisée la version 2.2, ce

qui suit traitera uniqguement de cette derniere.

111.3.1 Modeéle gros grains d’acides aminés

La cartographie des residus suit également un découpage en building blocks chimiques
(Figure 29) dénotés BB et SC ou le grain BB correspond au squelette (N-C.-CO) et
I’ensemble SC définit la chaine latérale. Cependant, les types et sous-types de particules et la
matrice des interactions non-liantes restent identiques a ceux des lipides, ce qui rend
compatible le champ de forces protéique avec celui pour les lipides. Les parametres liants ont
¢été déterminés en se basant sur les distributions des longueurs de liaisons, d’angles et d’angles
diédres calculées a partir de la PDB. Ces interactions non-liantes et liantes sont traitées par un

jeu de fonctions d’énergie potentielle.
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feks:

Glycine Alanine Sérine Cystéine Thréonine Valine Leucine Isoleucine Méthionine Proline

Acide Acide Phénylalanine Tyrosine Tryptophane Asparagine Glutamine Histidine Lysine Arginine
aspartique glutamique

Figure 29 Cartographie des acides aminés. La structure atomique est représentée en noire et le modéle
gros grains en couleur (gris et orange = polaire, bleu et vert = non-polaire, violet = apolaire et rouge =
chargé) (reprise et adaptée de la figure 3 de [’article de Bradley and Radhakrishnan™).

Malgré le caractere donneur-accepteur de liaisons H des super-atomes, la simplicité du
modeéle conduit a une perte de directionnalité, de fait, les liaisons H ne peuvent pas étre
simulées au sein d’une hélice ou d’un feuillet dont la stabilité est régie par ces interactions.
Cela signifie que le type de la particule BB est variable en fonction de la structure secondaire
adoptée par le peptide : on aura un type P5 si ’acide aminé est libre ou s’il fait partie d’un
coude ou d’une boucle, un type N pour une hélice et un feuillet. Cette réduction de polarité est
due aux liaisons H en TA. Un potentiel d’angle diédre entre grains du squelette est également

appliqué pour imposer une structure secondaire.

[11.3.2 Jeu de parametres MARTINI 2.2

L’alanine et la glycine sont des cas particuliers car étant de petits résidus, ils sont modélisés
comme un seul site d’interaction BB pouvant étre de type P ou N suivant la structure dans
laquelle ils participent.

Parmi les acides aminés hydrophobes, Phe, Pro et Trp ont été reconfigurés di a leur trop
grande hydrophobicité (version 2.1). Un réassignement des types de grains a éeté effectué et
les nouveaux paramétres ont été testés par rapport au partitionnement a travers une
membrane, ’interaction peptide-membrane et 1’énergie libre de dimérisation dans des
solvants de différentes polarités. Ainsi, la chaine latérale de Phe se voit attribuer un type plus

polaire, ce qui induit une amélioration des énergies libres de dimérisation en milieu aqueux et
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de liaison. La polarité de la proline est augmentée : le grain BB peut étre de type P lorsque le
résidu est seul ou inséré dans un segment non-structuré, et la chaine latérale n’est plus
considérée comme une particule cyclique S mais comme une chaine aliphatique apolaire
(propane) de type C. L’acide aminé Trp a subi un changement du type des grains représentant
la chaine latérale qui sont plus polaires. Le caractére donneur de liaisons H a aussi été défini.
Ce reparamétrage conduit a un meilleur profil de partitionnement le long de la normale de la

membrane et de 1’énergie libre de dimérisation en milieu aqueux.

Un autre défaut de la version 2.1 était la non-reproductibilité des interactions charge-charge
en raison d’un modele d’eau qui ne possédait pas de charge partielle. Afin de remédier a cela,
la premiére solution est d’employer un modele polarisé de I’eau mais cette démarche a une
limitation, celle de I'approche de particules chargées due a la taille importante des grains
d’eau (diamétre = 0.26 nm). De fait, le recours a une représentation GG alternative a été
envisagé pour les chaines latérales des résidus charges. Ce nouveau modéle présente le super-
atome chargé comme un ensemble de deux sites d'interaction distincts reliés par une liaison de
longueur fixée a 0.11 nm. On a ainsi un décentrage de la charge car le site qui décrit
I’interaction coulombienne est situé en périphérie (Figure 30) : cela permet d’avoir des
interactions plus fortes puisque la distance qui sépare deux grains est réduite. L’autre
particule, centrée, portera donc [D’interaction de VAW mais cette nouvelle définition

n’influence pas le comportement des résidus.

S2p
e . Sin Slp S
S2

Ey 4 : {:B /";Sjl

Lys Asn Phe

Figure 30 Nouvelle topologie de résidus chargés et polaires (les particules BB caractérisent le
squelette du peptide et les grains SX la chaine latérale). La lysine (Lys) chargée posséde ainsi un grain
comportant deux sites (S2 spécifiant I’interaction de VdW et S2p qui porte uniquement la charge
positive). La chaine latérale de I’asparagine (Asn), résidu polaire, est représentée par un grain S1 dont
le centre définit le site virtuel et le milieu des deux autres, S1n et S1p de charges partielles négative et
positive respectivement. Ce site virtuel intervient dans I'interaction non-liante de VdW. Les grains S1-
3 dans Phe constituent le cycle aromatique de cette derniére (reprise de la figure 3 de Jong et al.'?").

S3

J
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L’innovation de cette version 2.2 repose sur le fait que deux nouvelles topologies GG ont été
déterminées pour I’histidine (His). La forme neutre ayant été élaborée dans la version
précédente, Jong et al. ont congu deux modeles pour la chaine latérale de la forme ionique. Le
premier modéle compte un grain de type SQd de charge +1e et dans le second, il posséde une

charge décentrée mais ces deux résidus présentent un comportement similaire.

Le probléme d’absence de charges e au sein des acides aminés polaires, qui ne permet pas de
reproduire exactement leur comportement, a été réglé en introduisant un dipdle a la particule
polaire. De cette facon, on définit un grain comme le regroupement de trois sites dont un
virtuel qui correspond au centre des deux autres. Il est le site d’interaction de VAW alors que
les deux autres particules sont porteuses de charges partielles égales et de signe opposé
(Figure 30). Ces dernieres sont séparées de 0.28 nm et interviennent dans les interactions
non-liantes via le potentiel Coulombien uniquement. On notera que ces deux sites
n’interagissent pas entre eux : on a ainsi un moment dipolaire fixe qui contribue a la
polarisation d’orientation et qui induit une diminution de I’interaction de type LJ de ces
résidus polaires.

La validation des parametres a été faite par les études d’énergies libres de partitionnement
(huile/eau et de dimérisation) et du comportement de partitionnement a travers une

membrane.

Néanmoins, I’emploi de ces nouvelles particules GG polarisées et chargées dépendra de

I’importance des résidus polaires et chargés au sein du systeme étudié.

111.3.3 Configuration tridimensionnelle

Comme décrit dans le Chapitre 1, les protéines sont majoritairement constituées d’hélices a
reliées entre elles par un segment souvent non structuré. Il est indispensable de connaitre la
structure secondaire car I’hélicité est imposée par les angles diedres (BB-BB-BB-BB) dans le
champ de forces MARTINI. Il est donc fondamental d’avoir une distance convenable entre les
grains BB impliqués dans une hélice pour étre le plus cohérent possible avec les autres

parametres (angles, diédres). Cette derniere a été déterminée a 0,31 nm et elle est maintenue
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avec une contrainte, ce qui signifie qu’il n’est plus question de liaisons harmoniques flexibles.
Ainsi, on a une meilleure représentation de la longueur des hélices.

Ce critére de flexibilité va de pair avec I'importance des interactions non-liantes : une
augmentation de la flexibilité des liaisons induit une augmentation des interactions. Par
conséquent, le probléme rencontreé était un effondrement possible du squelette des parties non
organisées (ex: boucle) a cause d’un clash énergétique (LJ > liaison). Les peptides composés
de résidus volumineux n’étaient pas vraiment concernés car la présence des chaines latérales
empéche le rapprochement des BB, cependant le résultat était différent lorsqu’un segment
peptidique présentait au moins deux petits acides aminés (alanine, glycine) consécutifs. La
solution qui a donc été mise en place fut de faire croitre progressivement la constante de force
de liaison dans les configurations de types boucle et coude (200 - 1250 kJ.molt.nm™?), et de
diminuer la constante de force angulaire & 20 kJ.mol? afin de compenser cet accroissement de
la rigidité. Ces données ne sont pas généralisees, elles sont applicables exclusivement a de

courts peptides déstructurés au sein d’ une protéine.

Notons que ce nouveau jeu de parametres prohibe toutes études de repliements - déploiements
structuraux. Toutefois, il peut €tre intéressant d’observer ce processus et pour se faire, un
degré de déformation du squelette doit étre permis. Cela est faisable en utilisant un “réseau

élastique” (Figure 31).1%

[11.3.4 Réseau élastique EINeDyn

Figure 31 Représentation du réseau élastique pour RD2. Le squelette carboné de la protéine est
schématisé en cartoon jaune et les liaisons élastiques en rouge.
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Dans ce projet, nous avons eu recours au champ de forces EINeDyn**? trés utilisé pour 1’étude
de systémes protéiques grace a une bonne reproduction des propriétés structurales et
dynamiques d’une protéine. Il associe le champ de forces MARTINI avec un réseau ¢lastique
mais contrairement a ce dernier, le jeu de liaisons relie les super-atomes dont la position
correspond a celle du C. des résidus: il n’est plus question de grain représentant le squelette.
Ces forces additionnelles permettent de maintenir la structure secondaire voire tertiaire
comme I’expose la Figure 31 avec des liaisons entre les hélices.

La paramétrisation de EINeDyn est telle qu’une méme distance limite (Rc = 0,9 nm) et une
méme constante de force (initialement & 500 kJ.mol.nm) sont appliquées aux acides aminés
constituant la biomolécule. La valeur de R indique que deux résidus sont connectés par une
liaison élastique si la distance qui les sépare est inférieure ou égale a Rc. Cependant, ces
données peuvent étre modifiées.® 11 est a noter qu’une contrainte est imposée entre deux
particules BB adjacentes quelle que soit la structuration peptidique. De méme que les autres
champs de forces, les interactions liantes et non-liantes définissent 1’évolution du systéme et
comme énoncé au début, les grains reliés (voisins proches) n’interagissent pas via des
interactions non-liantes. Ainsi, lorsque la protéine fluctue cela correspond a des changements

conformationnels.

Bien que nous ayons abordé le champ de forces MARTINI pour les lipides et les protéines, il
faut retenir que la gamme d’applications de ce dernier est grande avec des extensions a de
grandes familles de composés.'*313* De plus, ce champ de forces a été implémenté dans
d’autres logiciels tels que NAMD et GROMOS du fait de la forme générale de la fonction

d’énergie potentielle.
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IV. Protocole des dynamiques moléculaires

Durant cette these, la majorité des dynamiques ont été effectuées en gros grains. Cependant,
une simulation en tout-atome/atomes unifiés a été réalisée pour valider le comportement de la

protéine.

IV.1 Simulations gros grains

Le projet est axé sur I’'impact des AGPIs et plus précisément, le DHA et le DPA (cf Chapitre
I - partie I11), sur les propriétés structurales du RD2. Les systémes étudiés comprennent une
membrane de POPC enrichie en lipides polyinsaturés (LPI) en ratio 95:5 (POPC:LPI) et dans
laquelle le RD2 est placé au centre (Figure 32). Quatre LPI ont été considérés et sont
présentés dans la Figure 33 : on notera qu’un seul type de LPI est introduit dans la bicouche,
ce qui conduit a analyser quatre systéemes. Les simulations ont été réalisees en milieu aqueux
avec une concentration en ions NaCl de 0,15 M. Des systemes présentant du cholestérol (10
%) ont également été construits et étudiés afin d’identifier les sites d’occupation du stérol au

sein du RCPG et son influence sur la conformation de ce dernier.
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Figure 32 Systéme initial pour les DMGG. A gauche, la vue de profil et & droite, la vue de dessus
(I’eau et les ions ont été masqués pour une meilleure visibilité). Dans le cas des systémes comportant
du cholestérol, ce dernier est également placé aléatoirement dans la bicouche.
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Figure 33 Structure des lipides polyinsaturés (LPI) étudiés : ils possedent une téte polaire

phosphocholine (PC). Les deux premiers LPI font partie de la classe des oméga 3 avec pour chaine(s)
grasses le DHA et les deux derniers comportent du DPA, ce sont des oméga 6.

Au début de la thése, la structure tridimentionnelle de la protéine n’avait pas encore été
déterminée et publiée. Ainsi, il a fallu la construire a partir de celle du RD3 avec lequel elle
posseéde plus de 70% d’identité (Annexe 3). De fait, le début du projet a impliqué la structure
reconstruite et comme décrit dans 1’axe III, les simulations ont été réalisées avec le champ de
forces EINeDyn (constante de force = 190 kJ.molt.nm?) qui fait appel au champ de forces
MARTINI version 2.2. A partir de mars 2018, la structure cristallographique du RD2 a été
employée (PDB : 6cm4).8 Cependant, il a fallu apporter quelques modifications a la structure
avant de procéder aux dynamiques. En effet, la majorité des résidus ne présentent pas de

chaines latérales complétes, trois résidus ont été mutés pour une meilleure cristallisation et la
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boucle intracellulaire 2 (BIC2) est manquante. Cette derniére a été reconstruite avec
DiscoveryStudio®®® et suite a cela, les 3 acides aminés mutés ont été remplacés. Un clean
geometry a été appliqueé sur les trois résidus avant d’effectuer une premiére minimisation avec
le méme logiciel (champ de force CHARMM, steepest descent, 2000 steps, rms gradient 0.01,
constante de force CF = 10). Pour cela, le squelette est contraint et une restriction harmonique
est appliquée sur les chaines latérales a 1’exception de celle de 1122, L375, L379, M140,
L141, Y142 et N143 qui constituent BIC2. Il s’en suit une seconde minimisation en retenant
(harmonique) le squelette uniquement.

Le passage du tout-atome au gros grain pour RD2 (Figure 34A) se fait a ’aide d’un script
accessible sur le site MARTINI (http://cgmartini.nl/). L’eau, les ions et la plupart des lipides

sont déja implémentés dans ce champ de forces et le script insane.py!®® permet de générer le
systéme sans avoir eu recours a la création des topologies et fichiers de coordonnees. Seul
I’oméga 3 di-substitué (DDHA-PC) a éte concgu en se basant sur I'enchainement et les building
blocks chimiques du lipide existant DHA-PC ( Figure 34B).


http://cgmartini.nl/
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Figure 34 Cartographies des biomolécules. A) Modéles du RD2 (gros grain : rose = squelette et jaune
= chaines latérales) et B) Représentations des LPI type oméga 3 (bleu = ammonium, kaki = phosphate,
cyan = glycérol et liaisons simples et enfin magenta = doubles liaisons).

Aprés minimisation de 1’énergie, les systémes sont équilibrés dans I’ensemble NPT en milieu
semi-isotrope pendant 10 ns en utilisant les algorithmes de Berendsen. Les contraintes sont
régies par 1’algorithme LINCS et la méthode de Verlet (optimisée pour le calcul en paralléle)
est choisie pour la recherche des voisins. Par la suite, les dynamiques sont simulées pour une
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durée de 5 ps (At = 10 fs) en maintenant la température & 320 K avec le thermostat V-rescale et
le barostat de Parrinello-Rahman est employé pour conserver la pression a 1 bar avec une
constante de temps de 12 ps. L’intensité des interactions électrostatiques diminuent avec la
distance mais la méthode de reaction-field permet un traitement des interactions longues
distances. Cependant, les VdW deviennent nulles lorsque la limite est depassée (rvdw = 1,1
nm). Travaillant en milieu aqueux, la constante diélectrique & vaut 15.

Quatre répliques ont été lancées pour chacun des quatre systémes contenant un type de LPI.
Néanmoins, deux simulations contrdles ont été réalisées pour comparaison : la premiére
comprend la protéine au centre d’une membrane de POPC et dans la seconde, le POPC est
remplacé par le DDHA-PC.

Dans les DMGG présentant 10% de cholestérol, les molécules de LPI et du stérol sont placées
aléatoirement dans la boite (Tableau 5). La compétition entre oméga 3 et oméga 6 au sein

d’une méme membrane a également été étudice.

Systemes | POPC + 5% |POPC + 5% |POPC + 5% |POPC + 5%
DHA-PC DDHA-PC DPA-PC DDPA-PC
Nombre de | ~ 360 et ~ 40 ~ 360 et ~ 40 ~ 360 et ~ 40 ~ 360 et ~ 40
POPC et LPI
Nombre de 4 4 4 4
répliques
Temps 5 s 5 s 5 Ms 5 Ms
simulation
/systeme

Tableau 5 Détails des simulations réalisées en présence de RD2 et LPI.

IV.2 Simulation tout-atome/atomes unifiés

Une seule dynamique a été lancée en utilisant ce modéle dans le but d’observer le
comportement du RD2 et comparer le résultat obtenu avec celui de la DMGG. Le systeme
considéré est celui de la premiére simulation contrdle : une membrane de POPC dans laquelle

est insérée au centre la protéine (Figure 35).
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10 nm

Figure 35 Systeme initial de la DMTA/UA dite de contr6le. La membrane de POPC affiche les
chaines grasses en cyan, le groupe phosphate en orange et le triméthylammonium en bleu. RD2 est
représenté en cartoon jaune et les molécules d’eau en rouge/blanc. NaCl peu visible est de couleur
violette.

Pour cette étude, le champ de forces GROMOS96 54A7% a été choisi car il reproduit bien les
enthalpies libres d’hydratation en milieu aqueux et permet de maintenir la structure
secondaire des peptides. L’intervalle de temps pour l'intégration de 1’équation de Newton a
été fixé a 2 fs. A la différence du gros grains, les interactions électrostatiques sont nulles au-
dela de 1,2 nm mais celles a longues distances sont traitées par la méthode de PME. Les
interactions de VAW sont quant a elles calculées selon I’approche switch (r = 1.0 nm et rvdw
= 1,2 nm). Travaillant avec GROMOS, le mod¢le d’eau SPC est celui employé pour solvater
le systéme qui sera ensuite minimisé.

Tout comme en DMGG, durant la production, la température (300 K) et la pression (1 bar)
sont contrblées en utilisant les algorithmes V-rescale et de Parrinello-Rahman respectivement.
Cependant, une équilibration dans ’ensemble NVT précede celle dans 1’ensemble NPT en

DMTA/UA. Le temps total de la simulation est de 500 ns.
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V. Les outils d’analyses

GROMACS ne met pas uniquement a disposition des outils pour préparer et lancer des
simulations de DM. Ce logiciel inclut également un grand nombre de commandes pour les
analyses de DMTA et DMGG. La liste ci-dessous présente uniquement celles qui ont été
utilisées dans cette étude.

e gmx energy : extraction de la température et de la pression apres [’étape
d'équilibration. Ainsi, on vérifie si le systéme est aux conditions indiquées. Comme le
nom I’indique, les énergies (coulombiennes, totale, etc) peuvent étre générées sous
forme de graphes.

e gmx eneconv : concaténation de fichiers au format « edr » qui correspondent aux
fichiers qui contiennent les données énergétiques du systéme.

e gmx tricat : une fois la production terminée et avant de commencer les analyses, les
fichiers trajectoires générés de 20 ns doivent €tre concaténés dans le but d’avoir la
trajectoire totale de la simulation, visible sous VMD

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) ou PyMol (https://pymol.org/2/). Ce dernier

est tres utilisé pour afficher et analyser les structures tridimensionnelles.

e gmx trjconv : une correction des conditions périodiques aux limites s’ensuit pour
éviter de se retrouver avec des molécules “cassées”. Il est également possible de
centrer la protéine dans la bofte.

e gmx make_ndx : création d’un index qui contient tous les composés du systéme. Il
est possible de spécifier des résidus ou groupes de particules selon I’objectif de
I’analyse.

e gmx rms : comparaison de deux structures en mesurant la déviation standard des
particules (C. du squelette carboné dans le cas des protéines) par rapport a leur
position initiale, soit la “distance” séparant les deux images. Le résultat est donné sous
forme d’un graphique qui présente la déviation de la racine quadratique moyenne des
positions (abrégée RMSD en anglais) en fonction du temps : on voit ainsi comment se
comporte 1’objet analysé pendant la dynamique dans un milieu spécifique.

e gmx rmsf : semblable au RMSD mais cette commande permet de calculer la

fluctuation des positions atomiques individuellement dans la trajectoire. Un graphique


http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
https://pymol.org/2/
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exposant la fluctuation (RMSF) en fonction des particules est généré : on peut ainsi
déterminer les résidus les plus mobiles au sein du compose.

e gmx distance : calcul de la distance entre des paires de particules en fonction du
temps. Cette commande fait souvent appel au fichier index.

e gmx rdf : I'information obtenue suite a cette commande est la ”probabilité de

présence” des particules proches de 1’objet de référence suivant la distance qui les

sépare.
/r P - < ~ :\\
//,’ AN
S dk‘(/
/ \
Iy ) ‘\ 1
I I
'y II
‘N s, Figure 36 Illustration du calcul de fonctions de distribution
N /’,’ radiale (ou RDF en abréviation anglaise). r est la distance qui
~ \\~_ -" ,, 7 - - hY 4 V4
A sépare une paire de particules et dr correspond a un élément

de volume dans lequel peut se trouver des particules.

e gmx density : déduction de I’épaisseur de la membrane a partir du calcul de la densité
d’un groupement fonctionnel (ex: grain phosphate). La valeur correspond a la
différence entre les deux pics distincts du graphe. Il est possible de mesurer cette
caractéristique  ainsi que l’aire par lipide avec loutil GridMAT
(http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/GridMAT-MDY/).

e do-order-gmx5.py : observation numérique de 1’organisation des lipides dans la
membrane. Les lipides sont parfaitement alignés si le résultat vaut 1 et lorsque ces
derniers n’adoptent pas une orientation propre, il donne 0. L'anti-alignement est traduit

par une valeur de -0,5.

La plupart des données acquises par les commandes sont visualisables avec le logiciel de

tracage 2D Grace (http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) ou [I’outil Gnuplot

(http://www.gnuplot.info/).

Dans ce projet, nous sommes amenés a effectuer des analyses structurales et pour cela, il faut
revenir a un niveau détaillé dans le cas des DMGG. Wassenaar et al.**® ont ainsi développé
une méthode qui permet de passer du gros grains a un modeéle atomistique : on parle de
transformation inverse (Figure 34A). L’outil nécessaire pour cette phase est disponible sur le
site du champ de forces MARTINI (dossier “backward-v5”) et seul le fichier de topologie

tout-atome de la protéine doit étre généré. Le fichier de coordonnées gros grains est également


http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/GridMAT-MD/
about:blank
http://www.gnuplot.info/
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requis en input. Deux scripts sont accessibles dans ce dossier : initram-v5.sh et
backward.py, ainsi que des cartes qui permettent la reconstruction tout-atome des résidus. Le
script en bash fait appel au script python pour recomposer la protéine en se basant sur les
cartes qui font la correspondance atomes - grains. Des minimisations de I’énergie et une
relaxation du systéme via une série de dynamiques moléculaires automatiques sont ensuite
effectuées avec le méme script initram-v5.sh afin de produire une structure tout-atome

correcte.
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Isabel Alves travaille sur des membranes modéles constituées d’un grand nombre de
phospholipides avec zéro ou plusieurs doubles liaisons (DL). Les bicouches peuvent étre
simples (100% d’un lipide) ou complexes (mélange d’au moins deux lipides différents de par
la nature de leurs chaines grasses). Ces derniéres sont majoritairement construites avec du
POPC (Figure 37).

Figure 37 POPC (C16:0/18:1) représenté en tout-atome (exactement en atome-unifié, milieu) et gros-
grains (droite avec le grain bleu qui représente le groupe ammonium ; le grain magenta, le groupe
phosphate ; les grains jaunes correspondent aux groupes carbonyl du glycérol ; les grains blancs
regroupent des atomes de carbone liés par une simple liaison et le grain gris défini la double liaison).

Afin d’accompagner ses expériences et apporter une vision atomistique des phénomenes, nous
étudions par la DMGG la tendance de quelques phospholipides et précisément de LPI de la
famille des oméga 3 et 6. Le systéme comprend 600 particules d’un LPI placées aléatoirement
dans une boite cubique remplie d’eau et d’ions NaCl. Ainsi, nous traiterons des propriétés

physiques et notamment la pression sous des conditions isotropiques.
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I. Organisation de LPI en milieu aqueux

Le POPC est connu pour former une bicouche'®® mais qu’en est-il des dérivés insaturés ?
Aucuns travaux expérimentaux et in silico ont été effectués a ce sujet, ¢’est pourquoi nous

avons voulu répondre a cette question. Pour cela, nous avons employé la DMGG.

Figure 38 Systéme initial des DMGG “contrdles” : une boite cubique qui comprend un type de LPI
(DHA-PC ou DDHA-PC ou DPA-PC ou DDPA-PC avec en bleu les grains ammonium, en marron les
grains phosphate, en rose les grains glycérol et en cyan les grains formant les chaines grasses).
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.1 LPI greftés avec 'AGPI DHA

Figure 39 Structures de A) DHA-PC (C18:0/22:6,n-3) et B) DDHA-PC (di-C22:6,n-3).

Le DHA-PC pour rappel, est un LPI qui posséde en position snl, une chaine saturée de dix-
huit carbones et en position sn2, une chaine polyinsaturee DHA (n-3) (Figure 39A). De fait,
le DDHA-PC comporte deux chaines insaturées (Figure 39B).

Aprés 3 ps de simulation en milieu isotropique, les molécules de DHA-PC s’organisent en
une bicouche “plane” d’épaisseur moyenne de 3,63 nm (valeur approximative deduite entre
des grains phosphate du lipide avec PyMol) alors que le DDHA-PC forme un “réseau de
bicouches” (Schéma 10). Cela peut étre expliqué par la géométrie de DDHA-PC. Néanmoins,
il tend a s’assembler en bicouche (épaisseur de bicouche (e.b) ~ 3,52 nm). Les DL cis au sein
d’une chaine lipidique sont considérées comme des coudes qui induisent des courbures
(Figure 14) et empécheraient donc aux LPl (DDHA-PC) de “se redresser” pour s’aligner
comme un lipide entierement saturé. Ce genre de lipide est plus écarté a la base, ce qui permet
a la bicouche de se plier en adoptant une certaine courbure. Cette propriété permet ainsi
d’obtenir des bicouches moins compactes (e.bropc théorique™® = 3,79 - 3,91 + 0,08 nm >
e.bbora-rc ~ 3,52 nm) et éventuellement une aire par lipide plus grande. Le DHA-PC di a sa
chaine saturée “ordonnée”, se comporte vraisemblablement comme le POPC. La chaine
saturée va interagir avec les autres chaines simples comme illustré sur le schéma suivant, et
afin de maximiser les contacts hydrophobes, ces derniéres s’étirent pour pratiquement

s’aligner, ce qui expliquerait la valeur de e.bpra-rc.
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Schéma 10 Systémes finaux aprés 3 ps de simulation. A) Organisation du DHA-PC en bicouches
planes. De couleur grise claire sont représentées les chaines saturées qui interagissent essentiellement
entre elles, il en est de méme pour les chaines insaturées (rose clair). De plus, on observe bien que les
chaines saturées sont plus alignées que les insaturées malgré le niveau de détail. B) Organisation du
DDHA-PC en un « réseau de bicouches ». On peut voir, encadrée en jaune, la structuration adoptée
par deux lipides (couleur foncée et clair pour les distinguer). Les chaines grasses insaturées (rose clair
et rose foncé) sont visiblement désordonnées et davantage en comparaison a celles du DHA-PC en A.
Ce résultat témoigne de la flexibilité des chaines constituées de doubles liaisons.
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[.2 LPI greftés avec 'AGPI DPA

Les dynamiques qui traitent ’auto-assemblage du DPA-PC et DDPA-PC, LPI avec une et
deux chaines DPA respectivement (Figure 40), présentent les mémes observations qu’avec
les oméga 3. Le DPA-PC qui ressemble au DHA-PC, s’organise également en une bicouche
“plane” (Schéma 11A) et le DDPA-PC s’auto-assemble en un réseau (Schéma 11B) comme
le DDHA-PC avec lequel il partage une structure proche. Tout comme précédemment, la
bicouche établie a partir d’un LPI avec une seule chaine insaturée est plus épaisse (e.bopa-rc ~

3,69 nm ; e.bpppa-pc ~ 3,59 Nm < théorique = 3,79 - 3,91 + 0,08 nm).

Figure 40 Structures de A) DPA-PC (C18:0/22:5,n-6) et B) DDPA-PC (di-C22:5,n-6).
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Schéma 11 Systémes finaux aprés 3 us de simulation. A) Organisation du DDPA-PC en un « réseau
de bicouches ». Les lipides s’organisent de la méme maniére que le DDHA-PC, a savoir que les deux
chaines insaturées du DDPA-PC adoptent une structuration aléatoire et non ordonnée. B) Organisation
du DPA-PC en bicouches « planes ». Tout comme avec le DHA-PC, les chaines saturées (gris clair) en
position snl du LPI sont préférentiellement en contact entre elles. La méme observation est faite pour
les chaines insaturées (rose/gris foncé) mais vu que le DPA posséde moins de doubles liaisons que le
DHA, il peut interagir avec les chaines simples par son extrémité (grain gris foncé qui défini les
liaisons simples de la chaines insaturée, cf Figure 40).



85

II. Comportement des LPI dans une membrane

de POPC

Nous nous sommes également intéressés au comportement “naturel” des LPI dans une
membrane, car ils jouent un réle essentiel dans les processus biologiques et leur dynamisme et
organisation peuvent étre aussi influencés par leur environnement (présence de protéines
transmembranaires, etc).5* Pour analyser cet aspect, une membrane préformée constituée de
POPC avec 5 % de LPI (DHA-PC ou DDHA-PC ou DPA-PC ou DDPA-PC) est générée.

Dans la suite du mémoire, le terme “simple chaine oméga X (X est le type de famille du LPI)
sera parfois employé pour se réferer a DHA-PC (X = 3) et DPA-PC (X = 6). Il en est de
méme pour DDHA-PC et DDPA-PC qui porteront les noms de “doubles chaines oméga 3" et

“doubles chaines oméga 6" respectivement.

II.1 Etude des oméga 3

Y.’
oV Y %
"\h‘

16 nm

16 nm

Figure 41 Etat final de la DMGG comprenant 5 % de DDHA-PC introduit dans une membrane
préformée de POPC (vue de dessus). Rappel : le systéme initial présentait les molécules de DDHA-PC
dispersées au sein de la bicouche.
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L’analyse de la trajectoire (5 ps) du premier systéme avec le simple chaine oméga 3 montre
que ce dernier est trés dynamique au sein de la membrane. Cependant, lorsque 1’on substitue
la chaine saturée par une chaine insaturée (DDHA-PC), le LPI s’auto-assemble en un domaine
(diamétre ~ 6 nm) qui peut étre comparé a un domaine non-raft (Figure 41).54% Une telle
association est slrement causée par 1. une maximisation des interactions n-n (doubles
liaisons) et 2. une différence de structuration (POPC = ordre, peu fluide et DDHA-PC =
désordre, trés fluide). En effet, toutes choses étant égales, la probabilité de rencontre entre
deux LPI est la méme puisque 1’on a la méme quantité (5 %) or, le comportement est différent
entre le simple et double chaine oméga 3. Malgré la chaine insaturée chez DHA-PC, la
présence de la chaine saturée sur la position snl du DHA-PC est suffisante pour éviter cet
agrégation de LPI car cette derniére est fortement en contact avec la queue de POPC.

Dans un second temps, nous avons procédé au calcul du parametre d’ordre <P> des LPI et du
POPC. Ce critere permet de déterminer I’organisation d’un lipide dans une membrane en
mesurant le mouvement spatial des vecteurs SC-SC avec SC qui désigne un grain de la chaine
apolaire. Les lipides sont dits parfaitement alignés (ordonnés) si <P> vaut 1 et lorsqu’ils n’ont
pas d’orientation propre (désordre), <P> est égal a 0. L'anti-alignement est traduit par une
valeur de -0,5. De fait, la mesure de <P> pour les LPI et POPC dans chacune des dynamiques
(Tableau 6), démontre bien cet arrangement assez ordonné de DHA-PC en comparaison au
DDHA-PC. Les valeurs sont comprises entre 0 et 1, ce qui signifie que les lipides n’adoptent
pas une unique configuration mais diverses. Ce résultat n’est pas étonnant sachant que ces
composés sont libres de mouvement au sein d’une bicouche. Néanmoins, une différence peut
étre percue : les valeurs de <P> pour POPC et DHA-PC tendent tout de méme vers 1 donc

vers un alignement des lipides, alors que celle pour DDHA-PC est tres proche de 0.

Lipides <p>
POPC 0,225*
0,229**

DHA-PC 0,119

DDHA-PC 0,044

Tableau 6 Parameétres d’ordre des lipides (calcul suivant toutes les chaines grasses) constituants les
systemes de DMGG (*valeur pour la simulation impliquant DHA-PC, **valeur pour la simulation
impliqguant DDHA-PC).
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On remarquera également, que la nature de la queue hydrophobe (une ou deux chaines
insaturées) n’impacte pas énormément 1’épaisseur de la bicouche (e.b) qui est en accord avec
celle de la littérature®® : e.bpna = 3,85 nm et e.bppra = 3,79 nm (théorique = 3,79 - 3,91 +
0,08 nm), avec e.bpHa qui correspond a I’épaisseur de la membrane disposant de POPC et 5%
DHA-PC et e.bppHa celle avec 5% de DDHA-PC (Figure 42). Etant donné que la membrane
comporte 95% de POPC, ce dernier va régir la structure de la bicouche. Puis, si on analyse de
plus prés la région riche en DDHA-PC, 1’épaisseur de ce domaine est égale a 3,62 nm, soit
inférieure a la valeur théorique.

De méme pour I’aire par lipide (A), elle ne varie pas spécialement malgré la présence des LPI
et cela doit étre dd au ratio non proportionnel des différents lipides du systeme. Une aire par
lipide A de 6,76 nm?2 a été calculée pour la bicouche POPC/DHA-PC, et pour POPC/DDHA-
PC, A vaut 6,83 nm? (théorique®® = 6,43 - 6,73 + 0,13 nm?).
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Figure 42 L’image du haut montre quel critére a été pris pour mesurer 1I’épaisseur de bicouche (e.b) :
les grains « phosphate » en jaune ont été pris pour le calcul avec la commande gmx density.
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[1.2 Etude des oméga 6

Dans le cas des oméga 6, les lipides de DPA-PC ne s’auto-assemblent pas et cela n’est pas
surprenant. En effet, on aurait pu se douter de leur tendance naturelle en s’appuyant sur la
structure qui se rapproche de celle de DHA-PC. La trajectoire de la simulation avec le double
chaine oméga 6 cependant, témoigne de la formation de plusieurs micro-domaines et non d’un
seul agrégat (Figure 43). Tout comme le DDHA-PC, la présence de deux chaines carbonées
avec des DL va favoriser les interactions entre queues insaturées.

Le Tableau 7 affiche le paramétre d’ordre des LPI et de POPC et nous pouvons voir que le
DPA-PC est capable de s’aligner selon POPC a la différence de DDPA-PC. Cela est di a la
présence d’une longue chaine saturée en position snl.

La méme observation est faite a propos de 1’épaisseur de la membrane, les oméga 6
n’induisent ni épaississement, ni affinement significatifs de la bicouche une fois insérés a
Pintérieur : e.bppa = 3,87 nm et e.bpppa = 3,81 nm (théorique = 3,79 - 3,91 £ 0,08 nm)
(Figure 43). On remarquera que les micro-domaines de DDPA-PC font 4 nm de long et 2,93
nm de diametre, et les aires par lipide des membranes restent inchangées (Appa = 6,70 nm? et
Apppra = 6,80 nm?, avec Apra qui correspond a I’aire par lipide de la bicouche composée de
POPC et 5% DPA-PC et Apppa celle avec 5% de DDPA-PC ; théorique = 6,43 - 6,73 = 0,13

nm2).
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Figure 43 Epaisseurs de bicouche. L’image en haut a droite affiche 1’état final du systéme composé de
5% de DDPA-PC avec la formation de petits amas de LPI (entourés en rouge, vue de dessus).

Lipides <pP>
POPC 0,228*
0,226**
DPA-PC 0,143
DDPA-PC 0,067

Tableau 7 Parametres d’ordre des lipides (calcul suivant toutes les chaines grasses) constituants les
systéemes de DMGG (*valeur pour la simulation impliquant DPA-PC, **valeur pour la simulation
impliguant DDPA-PC).
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Chapitre IV Influence des LPI sur
I’état conformationnel du

récepteur dopaminergique D2
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Des simulations de DMGG en présence du récepteur (RD2 cristallographique) ont été
réalisées aprés avoir contrélé le comportement des lipides et la formation de bicouches.

L’objectif de cette étude était de :

1. analyser le comportement des lipides polyinsaturés (LPI) en présence d’une PTM afin
de comprendre comment ces derniers pourraient impacter certaines propriétés du
récepteur,

2. déterminer les changements conformationnels de RD2 dans une membrane peu
complexe (mélange de deux lipides),

3. comprendre I’effet du cholestérol sur les interactions LPI-RD2.

Néanmoins, avant de traiter les membranes peu complexes, une simulation par dynamique
moléculaire (simulation “controle”) a été réalisée : RD2 dans une membrane simple (100%
POPC). Cela nous permettra d’¢lucider I’impact des LPI sur la protéine en comparant les
simulations.

A noter, les résultats présentés pour chaque systéme sont issus d’une simulation et convergent

avec ceux obtenus des différentes répliques.
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I. Comportement de RD2 dans une membrane

de POPC

.1 Dynamique de RD2

La dynamique des lipides est apparente en visualisant la trajectoire totale avec le logiciel
VMD. L’¢paisseur de la membrane ne semble pas avoir été modifiée par la présence de RD2
qui a été insérée a ’intérieur (e.b = 3, 89 nm, théorique = 3,79 - 3,91 £ 0,08 nm en prenant en
compte le groupe phosphate du lipide) (Figure 44), et ’aire par lipide corréle bien avec celles
déterminées par Kuderka et al.*® (<A> = 6,87 nmz, théorique = 6,43 - 6,73 + 0,13 nm2).

RD2 Milieu « extracellulaire »
¢ o0 9

e.b

150 — —

-3
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I
1
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50 —

on— L {1
-4 -2 0 2 4
Position relative depuis le centre de la bicouche (nm)

Figure 44 En haut, le systéme étudié et en bas, le graphe sur lequel on déduit I’épaisseur de bicouche
(e.b) toujours en prenant en compte les grains « phosphate » (marron) dans le calcul.
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Outre ces observations, le récepteur se déplace au sein de la bicouche. En effet, comme décrit
dans la littérature, les composés d’une membrane ne sont pas “figés”, ainsi leurs propriétés
peuvent étre modifiées par ’environnement qui les entoure.®?®4% e calcul du RMSD
(déviation de la racine quadratique moyenne des positions) témoigne de la dynamique du RD2
soit de I’'influence des molécules de POPC sur cette caractéristique (KRMSD> = 0,3 nm).
Néanmoins, cette mesure ne prend plus en compte uniquement les C. du squelette carboné car
ces derniers sont regroupés avec les fonctions -NH et -CO adjacentes en un seul grain
dénommé BB (cf Chapitre Il - paragraphe 111.3.1). De fait, la Figure 45 présente I’évolution
du comportement de la protéine entiére au cours du temps : tous les grains représentant RD2
ont été considérés dans le calcul (Annexe 4). En analysant le graphe, nous pouvons voir un
grand nombre de fluctuations significatives qui peuvent étre assimilées a des changements
locaux du récepteur. Nous pouvons également supposer que ces variations conduisent a des
configurations particulieres et afin de le démontrer, une transformation inverse (retour a une

structure en tout-atome detaillée) est necessaire.

0,5m

RMSD (nm)
o
L%
[
|

1e+06 26406 36406 4e+06 56406
Temps (ps)

0.18 | | | |
0

Figure 45 RMSD de RD2 en prenant en compte la protéine entiére. La structure de référence est celle
cristallographique inactive.

La transformation inverse a été réalisée sur plusieurs structures de la protéine extraites a

différents temps et précisément, aux temps ou les fluctuations sont les plus importantes. Leur



94

superposition (Figure 46) illustre bien la dynamique de RD2 avec les hélices TM5-7 qui
paraissent étre les plus mobiles, puis, le RMSD de chaque hélice (Figure 46) valide cette
observation. Cela était attendu puisque les hélices TM6 et TM7 sont engagées dans le
processus d’activation des RCPG et le dynamisme de TMS5 est di essentiellement aux
oscillations de sa région cytoplasmique. Ce phénomene a également été constaté par Cordomi
and Perez® qui ont simulé la Rhodopsine dans diverses membranes a téte polaire PC.

Néanmoins, I’absence de la BIC3 doit aussi avoir une influence sur ces fluctuations.

B2AR active
RD2 inactif

RMSD (nm)

2x10° 3x10° 4x10° 5x10°
Temps (ps)

Figure 46 Superposition de structures (haut) et RMSD des hélices (bas). Sur le graphe, une couleur
correspond a une hélice : TM1, TM2, TM3, TM4, , TM6 et TM7.
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Le calcul de la fluctuation des particules BB (RMSF) permet d’appuyer les analyses ci-
dessus. Le graphe en Annexe 5 montre qu’il y a neuf régions majoritaires au sein de RD2 qui
présentent une grande dynamique. Elles correspondent aux résidus situés d’une part au niveau
des boucles, ce qui témoignerait de la flexibilité/mouvement des acides aminés impliqués
dans la fixation du ligand (W1008EC?, 11845E€2) et d’autre part aux extrémités de quelques
hélices (TM5-7) dont certaines exposent les résidus qui participent au site de liaison
(H393™6 F390™6 et Y408™1) 38

[.2 Etats conformationnels adoptés par RD2

La détermination d’un ou de plusieurs états conformationnels est possible avec I’analyse des
trois critéres evoqués dans le Chapitre I - sous-partie 11.3 a savoir la formation ou non du
“verrou ionique”, la position de la région NPxxY et I’état du coeur de triade. Une premiere
indication peut étre donnée par la superposition des structures extraites (Figure 46) : aucun
mouvement extérieur de 1’hélice TM6 n’est visible si on compare avec les structures
cristallographiques de la B2AR active et RD2 inactif, et la partie intracellulaire de TM7 ne se
rapproche pas du bundle. Ainsi, le simple examen visuel nous laisse a penser que RD2 ne
passe pas par un état actif durant la simulation.

La mesure de la distance L¢ (distance entre BBRris2 et BBesgs, résidus qui établissent le
“verrou ionique”) affirme que la région intracellulaire de RD2 ne s’ouvre pas donc que la
protéine n’est pas activée (Figure 47A). En effet, la distance Lg est comprise entre 0,6 et 1,2
nm or, si un mouvement extérieur de TM6 avait eu lieu, il y aurait une variation d’environ 1,5
nm (cf Figure 9 - Chapitre I). Néanmoins, RD2 ne reste pas sous sa forme inactive puisque
R132 et E368 n’interagissent pas continuellement entre eux (Figure 47B) et cela signifie que
le “verrou ionique” est parfois « cassé ». Ce résultat a déja été rapporté dans les articles de
Bruzzese et al.> et Dror et al.*”? : DOPC et son semblable POPC n’induisent ni inactivation
propre, ni activation et la distance entre les chaines latérales des acides aminés du “verrou

ionique” varie malgré un faible mouvement de I’hélice TM6 (cf Schéma 7 - Chapitre ).
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Figure 47 Distances entre A) les grains BB des acides aminés D114™2 et S217™° (L), et R132™? et
E368™®° (Lg). Lo caractérise ’état de la région extracellulaire du récepteur et précisément du site de
liaison du ligand et L celui de la région intracellulaire (site de la protéine G).*>% Ces deux critéres
varient, normalement, dans le sens opposé, ce qui veut dire que lorsque L. diminue (fermeture du site
du ligand généralement aprés 1’entrée de la petite molécule), Ls augmente (ouverture pour accueillir la
protéine G) et inversement. B) Distance entre les grains SC définissant les extrémités des
chaines latérales des résidus R132 et E368 qui établissent le « verrou ionique ». Les distances
supérieures a 0,6 nm indiquent que les deux acides aminés n’interagissent pas ensemble. La
valeur « théorique » mesurée sous PyMol sur la structure gros grains de RD2 inactif vaut
0,45 nm.

En addition de I’étude précédente et afin d’appuyer la supposition faite au début, soit que

RD2 ne passe pas par un état actif, I’analyse de la région cytoplasmique de I’hélice TM7 et du
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coeur de triade a été réalisée. L’Annexe 6 qui retrace la dynamique du motif NPxxY ™7 en
fonction du temps certifie que cette partie est peu mobile, ce qui est perceptible sur la Figure
48. Cette caractéristique peut révéler que RD2 est maintenu dans un état inactif mais
lorsqu’on s’intéresse au résidu Y426, ce dernier est essentiellement incliné vers le bas et
Latorraca et al.*® ont expliqué que cette position était représentative de divers états
intermédiaires (cf Schéma 8 - Chapitre 1).

Il en est de méme pour le coeur de triade : 1122 s’oriente majoritairement tel que dans la
forme active alors que P201 et F382 adoptent une configuration inactive (Figure 48B).
Cependant, F382 est trés mobile comparé aux deux autres acides aminés (Annexe 7). Encore
une fois, ce passage d’une configuration a une autre de ces trois résidus est typique de 1’effet

d’une membrane a base de phosphatidylcholine.>

\—\ T™M7

B2AR active RD2 inactif

Figure 48 Conformations adoptées par A) Y426 du motif NPxxY (vue de profil) et B) le coeur de
triade (vue de dessus), a divers temps au cours de la dynamique.

Suite a ces résultats, nous concluons que RD2 est en équilibre entre une conformation qui
présente le “verrou ionique” (inactive) et “une” en I’absence sans passer a 1’état actif : on

parle d’états intermédiaires.

[.3 Site de liaison de RD2
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Les résidus qui sont impliqués ou qui ont une importance dans la fixation du ligand se
comportent, pour la plupart, différemment en I’absence de la molécule. Tout d’abord, 1184 et
W100 interagissent davantage ensemble lorsque le site orthostérique ne posséde pas de ligand
: W100 est mobile et ainsi, il lui est possible de s’orienter vers 1184 qui s’¢loigne du coeur de
la protéine (Annexe 8). La leucine L94, également en contact avec la molécule une fois
complexée a RD2, est tres flexible en son absence alors que V91 et F110 sont plus avancées
vers I'intérieur du récepteur (Schéma 12). Cela montre que RD2 se comprime au niveau
extracellulaire et induit un rétrécissement du site de liaison étendu (EBP). Ce processus est
également engendré par le retour a une configuration initiale de Y408 (dirigé vers la cavité).
Effectivement, Wang et al.>® ont découvert que cette tyrosine était capable de s’accommoder
pour accueillir le ligand chez le RD2 uniquement. Par conséquent, I’interaction entre Y408 et
H393 est affaiblie, ce qui entraine une perte de stabilisation de TM6 qui est libre de

mouvement (Annexe 9).

DM

Schéma 12 Evolution de la poche de liaison du ligand (surface grise entourée en cyan sur I’'image de
la structure inactive cristallographique de RD2 qui est représentée en cartoon rouge). DO aux
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réarrangements des acides aminés (en stick colorés, vue de dessus) et des hélices, la poche dite EBP
disparait rapidement.

Les autres résidus définis comme jouant un réle important dans la fixation du ligand sont
F390 et W386 et I’interprétation des résultats de la dynamique nous a conduit a la conclusion
suivante : ces acides aminés contribuent a I’établissement de la poche de liaison étendue
(EBP). F390 est dynamique, elle peut interférer avec F202 et Y199 et se trouve donc décalée
vers TM5, ou comme dans la structure cristallographique, elle entre en contact avec F198.
W386 quant a lui se retrouve avec son groupe aromatique orienté vers le bas dans la protéine

apo, ce qui bloque en partie le prolongement de EBP (Schéma 12).

.4 Validation du modele gros grains

Une dynamique en tout-atome (DMTA) a été réalisée afin de valider notre modéle gros
grains. Pour cela, on part d’un systéme simple composé d’une membrane de POPC dans
laquelle est insérée RD2 comme énoncé dans le Chapitre 11 - sous-partie 1V.2.

Apres 500 ns de production, 1’analyse de la superposition de structures démontre bien que les
hélices TMS et TM6 sont les plus mobiles et qu’aucun mouvement extérieur de TM6 n’est
observé au niveau cytoplasmique (Figure 49). La mesure des distances entre les C, de R132
et E368, et leurs extrémités (Nru32, Orses) Soutient ce résultat (Figure 49). La région
intracellulaire de I’hélice TM7 est aussi peu dynamique (Figure 49). Néanmoins, le RMSD en
Figure 49 de la protéine expose des fluctuations qui signifient que le RD2 passe par plusieurs
états (intermédiaires) sans jamais atteindre la forme activée malgré une valeur du RMSD
élevée (KRMSD> = 0,35 nm).
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Figure 49 Haut: Superposition de structures extraites a différents temps sur les structures
cristallographiques de la f2AR activée et du RD2 inactif (gauche). A droite, le graphe résultant du
calcul du RMSD de RD2 sur la base des C,. Bas : Evolution des distances Curi32 — Carses (Lc) €t
NRr132 — Oessg au cours du temps. Le graphe de droite montre I’absence du « verrou ionique »
chez RD2 apo. Les valeurs « théoriques » mesurées sous PyMol, en utilisant la structure
cristallographique de RD2 inactif, sont égales a 0,87 nm pour Lg et 0,27-0,32 nm pour la
distance entre les extrémités.

En examinant de plus pres, la région cytoplasmique du récepteur, on remarque que :
o E368 adopte plusieurs configurations ainsi que R132 (Figure 50A)
e Y426 ne maintient pas un état inactif et I’hélice TM7 est éloignée du bundle (Figure

50B)
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e P201 et F382 passent d’une forme inactive a “active” contrairement a 1122

o 1184 maintient sa position alors que WZ100 est orienté vers la cavité protéique
e V91, L94 et F110 maintiennent leur position “inactive” dans le site de liaison
o F390 présent bien une orientation vers TM5 (Figure 50C)

o W386 bloque la cavité qui permet le développement de EBP (Figure 50C)

A

Figure 50 Superposition de structures extraites a différents temps sur celle cristallographique du RD2
inactif (rouge). A) «verrou ionique », B) Y426 du motif NPxxY et C) réarrangement de F390 et
W386 au sein du site de liaison.

Ces observations correlent assez bien avec celles de la DMGG. Malgré certaines
dissemblances, nous pouvons confirmer que le comportement de RD2 est bien reproduit en
gros grains. En effet, la DMTA prenant en compte tous les atomes du systeme, qui est assez
volumineux, n’a pas permis d’explorer amplement l'espace énergétique et ainsi observer

certains phénomenes en 500 ns.
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II. Dynamique et conformation de RD2 dans une

membrane peu complexe

Les analyses précédentes (épaisseur de bicouche, RMSD, RDF, etc) ont été effectuées pour

tous les systémes suivants ainsi que les répliques lancées pour chacun d’entre eux.

[I.1 Membrane constituée de POPC et 5 % de DHA-PC

L’insertion de DHA-PC n’entraine aucune variation significative de 1’épaisseur de la bicouche
(3,83 nm ~ e.bporc = 3,89 nm ~ e.bona = 3,85 nm, Figure 51) et de Iaire par lipide (<A> =
6,94 nm2 ~ Aporc = 6,87 Nm2 < Apna = 6,76 nm?2). Pareillement, leur orientation ne semble
pas étre affectée par la présence de RD2 (<P> = 0,116) ainsi que leur comportement : les

molécules de DHA-PC ne s’agrégent pas (Figure 51), des interactions transitoires sont
observeées entre le LPI et le récepteur.

30(; T | T I T | T
L eb |
«— >
250 — ]
200 — -
w | 1
<) | _
© 150
‘3
g L i
&
100 — —
50 — _
a1 i L/ L4
4 73 0 9 4

Position relative depuis le centre de la bicouche (nm)

Figure 51 Systéme apres 5 ps de production (gauche, vue de dessus). L’image affiche le récepteur au
centre pour une meilleure comparaison, mais il ne faut pas oublier que la protéine est libre de
mouvement au sein de la bicouche. A droite, le graphe de densité qui indique I’épaisseur de la
bicouche (e.b). Le calcul s’effectue sur la méme base que celle indiquée en Figure 44.
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Néanmoins, la protéine est dynamique (KRMSD> = 0,32 nm) et particuliérement les hélices
TM5-7, voire TM1 comme 1’expose le graphe des RMSD (Figure 52). Le calcul du RMSF de
certaines régions des hélices impliquées dans 1’activation des RCPG (Annexe 5) montre que
les résidus qui fluctuent le plus comptent ceux qui participent a la formation de la poche
étendue de liaison (EBP) soit Y408™7 H393™¢ et F390™6 mais également 139776,
C385™6 et W413™7 Ainsi, on peut conclure que le DHA-PC n’impacte pas la liberté de

mouvement du RD?2.
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Figure 52 Graphes des RMSD de RD2 entier et de chaque hélice.

De méme qu’avec POPC, la superposition de structures aprés une transformation inverse
permet de visualiser des conformations adoptées par le récepteur qui ne semble pas présenter
d’état actif durant la simulation. Bien que TM6 soit trés dynamique, la distance TM3-TM6

qui a été mesurée en prenant les grains BB des acides aminés établissant le “verrou ionique”
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(R132 et E368) ne dépasse pas 1,1 nm, il n’y a donc pas d’activation (Annexe 10). Cela est
validé par I’analyse du motif NPxxY dont I’étude de I’orientation de Y426 et 1’évolution des
distances 148-S419 (d;s) et L76-P423 (dor) (Figure 53) appuie le fait que RD2 passe par
diverses conformations intermédiaires étant donné que :
o la partie intracellulaire de TM7 reste principalement inactive (tres peu mobile) avec di-
s<0,8 nmetd.p~ 1,1 nm, typique d’un état inactif comme énoncé dans le Chapitre
I (Figure 11) mais,
e Y426 est majoritairement inclinée puis,

e le “verrou ionique” est absent (d > 0,45 nm, Annexe 10).

A ™7 B e
: FVFL’NJ{*W,‘W'(H.{WW"?W} W‘W‘A%W#MWW“MWqdJ‘v‘#WJ«UMW.aM»M.sM\%h'fW'rW‘MHﬂWWWMR‘M
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Figure 53 A) Superposition de diverses orientations adoptées par Y426 et B) graphe des distances
permettant de caractériser la mobilité de 1’hélice TM7 qui différe selon 1’état du récepteur.

Le troisiéme critére qui permet de déterminer 1’état d’'un RCPG est le coeur de triade, et ce
dernier conduit a la méme conclusion. Le fait que 1122, P201 et F382 ne conservent pas tous
les trois une configuration inactive ou active (Figure 54) illustre que la présence du LPI ne
favorise aucun des états principaux mais induit bien un équilibre entre un état inactif et des

¢tats intermédiaires. Cependant, I’Annexe 11 démontre que ce trio est peu dynamique.
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TM6E

Figure 54 Superposition du cceur de triade sur les structures cristallographiques de la f2AR active
(bleu foncé) et le RD2 inactif (rouge). 1122 se positionne parfois comme 1’isoleucine de la B2AR, alors
que P201 et F382 affichent clairement une organisation type inactive sans jamais « s’activer ».

Lorsqu’on se penche sur le site de liaison, 1184 et W100 interagissent moins ensemble car ce
dernier se déplace parfois entre TM2 et TM7 (Figure 55). V91 et F110 se rapprochent de la
cavité centrale de RD2 et L94 di a une trés grande flexibilité s’oriente vers 1’extérieur de la
proteine (Figure 55A). Avec Y408 dirigé vers les hélices et TM6 approchée de TM3, le site
¢tendu n’existe pas. Le réarrangement de I’hélice TM6 conduit par moment F390 a interagir

avec F202 et Y119, et W386 a bloquer le prolongement de la poche de liaison (Figure 55B).
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Figure 55 Superposition des résidus impliqués ou jouant un réle dans la liaison du ligand. La structure
en cartoon cyan expose le site de liaison en fin de dynamique. A) Acides aminés en contact avec le
ligand (site orthostatique) et B) ceux participant au prolongement de EBP.

Outre cette réorganisation au sein de la protéine, il a été possible de déterminer les
localisations ou vient freguemment se fixer le DHA-PC. En effet, il a été décrit dans la
littérature que les RCPG, et notamment la rhodopsine et B2AR, affichent des régions
spécifiques au DHA (cf Chapitre | - sous-partie 1V.3). Ainsi, la Figure 56 désigne les hélices
TM4, TM3 et TMD5, voire TM2 comme étant celles préférentiellement contactées par le LPI
et précisement la région intracellulaire de TM4 et TM5, et la région extracellulaire de TM2 et
TM3 (Figure 56B).
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Figure 56 A) Distribution radiale (g(r) est la fonction radiale) de DHA-PC par rapport au centre de
masse de chaque hélice. Le résultat peut étre interprété comme la probabilité de présence du LPI. Plus
la courbe est haute, plus il y a de molécules de DHA-PC, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces
molécules sont en contact direct avec I’hélice considérée : on voit sur le graphe qu’il y a un plus
grand nombre de DHA-PC qui interagit avec TM4 (orange). B) RDF de DHA-PC par rapport a la
surface de chaque extrémité (extracellulaire/ intracellulaire) des hélices. On retrouve en
abscisse, la distance (en nm) et en ordonnée, la fonction g(r) (« probabilité de présence »). Les
résultats du calcul par rapport a la région extracellulaire des hélices apparaissent en violet, et
ceux par rapport a la région intracellulaire en vert.



108

[I.2 Membrane constituée de POPC et 5 % de DDHA-PC

Par cette étude, nous verrons comment se comportent le LPI en présence du RD2 (agregation
ou non) et la protéine sous ’effet de lipide doublement insaturé. La visualisation de la
trajectoire montre que, dans un premier temps, les molécules de DDHA-PC viennent se
regrouper autour de la protéine avant de s’auto-assembler totalement sur une “face” (Figure
57A). La mesure des épaisseurs de la membrane et de 1’agrégat montre qu’elles ne changent
pas : e.b = 3,8 nm (e.bppra = 3,79 nm) et e.bagrégat = 3,67 Nm ~ 3,62 nm (Figure 57B et cf
Chapitre 111 - sous-partie 11.1). L’aire par lipide de la bicouche a été déduite a environ 6,95
nmM?2 (AppHa = 6,83 nm?) et le paramétre d’ordre de DDHA-PC a 0,053, ce qui signifie qu’il
n’a pas d’orientation propre ainsi cette région est fluide.

La protéine assemblée a ce domaine de DDHA-PC est dynamique (<RMSD> = 0,30 nm) et
cela se rapporte a la flexibilité de TM1 et TM5-7 (Figure 57C et D) et de la mobilité des
résidus H393™® F390™8 E368™9 et W413™7 (Annexe 5).
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Figure 57 A) Vue de dessus du systéme final aprés 5 ps de simulation (le POPC est représenté en
point), B) superposition des graphes de densité des deux bicouches, soit la membrane (POPC +
DDHA-PC) et la bicouche de DDHA-PC (agrégat), sur lesquels on détermine 1’épaisseur (le calcul
s’effectue sur la méme base que celle indiquée en Figure 44), C) RMSD du récepteur et D) RMSD
des hélices.
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Malgre les fluctuations marquantes visibles sur les graphes de RMSD (Figure 57C et D), le
récepteur ne passe par ’état actif. L’évolution de la distance Lg (< 1,2 nm) au cours du temps
valide cette observation (Annexe 12). Les calculs de la distance entre les extrémités des
acides aminés R132 et E368 (Figure 58A) et des distances dis et dipr (Figure 58B),
confirment également la réflexion précédente et le fait que RD2 adopte plusieurs états
intermédiaires dont 1’inactif parfois. On peut aussi s’appuyer sur 1’analyse du coeur de triade
qui expose une dynamique moindre de 1122, P201 et F382 avec F382 qui semble toutefois
étre plus mobile (Figure 58C et Annexe 13).
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Figure 58 Graphes montrant I’évolution de A) la distance Lg, B) distances dis et d.r et C) états du
ceeur de triade.

Démuni de ligand, le site orthostérique retrouve sa taille “initiale” : on a d’une part W386 et
Y408 qui s’orientent de maniére a obstruer la cavité (Figure 59A), F110 qui restreint la poche
en se rapprochant du coeur de la protéine (Figure 59B) et 1184 et W100 qui se maintiennent
leur position au-dessus du site avec W100 qui peut étre déplacée vers TM2, ce qui crée un
acces au site de liaison (Figure 59C). La restriction de la poche étendue est également causee
par la rotation de TM6, qui améne F390 a se réarranger vers 1’extérieur de RD2 pour établir
un contact avec F202 et Y119 (Figure 59A).
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Figure 59 Arrangements des résidus possédant un réle dans la liaison du ligand (A) et du site
orthostérique (B et C).

Concernant les interactions LPI-RD2, le calcul du RDF de chaque hélice par rapport au centre
de masse de la proteine indique que TM4, TM3, TM2 et TM1 sont fortement en contact avec
DDHA-PC (Figure 60). Il s’agit donc de la “face” sur laquelle vient s’auto-assembler le LPI,
elle est formée par les hélices TM1-4 qui a été admise comme le site CCM du cholestérol (cf
Chapitre | - sous-partie 1V.3). En analysant indépendamment les régions extracellulaire et
intracellulaire des hélices citées, on remarque cependant, que TM4 et TM1 sont occupées au

niveau cytoplasmique alors que TM2 et TM3 le sont au niveau extracellulaire (Annexe 14).
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Figure 60 RDF de DDHA-PC par rapport a chaque hélice. Plus la courbe est haute, plus il y a de
molécules de DDHA-PC, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces molécules sont en contact direct
avec ’hélice consideéree.

Suite a cette étude et précisément au comportement de DDHA-PC vis-a-vis de RD2
(agrégation préférentielle sur une face), nous avons voulu observer I'influence de la
concentration en DDHA-PC sur cet auto-assemblage. Le LPI viendrait-il encercler la protéine
? Pour cela, nous avons itéré cette expérience en partant d’un ratio POPC:DDHA-PC de 75:25
et le résultat est remarquable : tous les lipides du double chaine oméga 3 s’auto-assemblent
sur une “face” de RD2 qui a été déterminée comme celle formée par TM1-4 (Figure 61) et

identifiée préecédemment.
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Figure 61 RDF de DDHA-PC par rapport a chaque hélice. Plus la courbe est haute, plus il y a de
molécules de DDHA-PC, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces molécules sont en contact direct

avec I’hélice considérée. L’image en haut a droite affiche 1’état final du systéme avec les molécules du
LPI et le RD2 en sphéres et POPC en point.

[I.3 Membrane constituée de POPC et 5 % de DPA-PC

Dans le cas du simple chaine oméga 6 dont le comportement est semblable a celui du simple
chaine oméga 3, on observe également des interactions transitoires. L’épaisseur de la
membrane est comparable a celle constatée en 1’absence de la protéine (3,87 nm, e.bppa =
3,87 nm, Figure 62) et il en est de méme pour I’aire par lipide : <A>= 7 nm? (Appa = 6,83
nm?). Bien que certaines caractéristiques n’aient pas ¢té modifiées, on s’est intéressé a
I’organisation du DPA-PC. Le calcul du parameétre d’ordre affiche une valeur de <P> égale a
0,146, ce qui signifie que les lipides s’arrangent de maniére a maximiser les contacts

hydrophobes entre les queues.
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Figure 62 Epaisseur de bicouche (e.b). Le calcul s’effectue sur la méme base que celle indiquée en
Figure 44.

On a enonce précédemment que la transformation inverse permet de revenir a une structure
détaillée afin d’effectuer des analyses précises. Ainsi, la superposition de certaines structures
affiche une mobilité des hélices TM5-7 mais TM6 ne présente aucune rotation qui traduirait
’activation du RCPG (Figure 63A). Lorsque 1’on mesure le RMSD de la protéine, on obtient
un graphe qui expose de légeres fluctuations qui témoignent de sa dynamique (<KRMSD> =
0,29 nm, Annexe 15) et I’analyse individuelle du comportement des hélices démontre bien
que TM5-7 sont les plus actifs (Figure 63B). En approfondissant ’analyse, on a déterminé
que H393™6 1397T™6 F390™6 E368™6 Y408™7 et W413™ représentent les résidus les

plus mobiles (Annexe 5).
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Figure 63 A) Superposition de structures aprés transformation inverse et B) RMSD des hélices : TM1,
TM2, TM3, TM4, , TM6 et TM7.

L’extraction et la superposition de structures a différents temps (ou les fluctuations sont les
plus importantes) donne une premiére information sur le comportement du récepteur,
cependant des études supplémentaires ont di étre réalisées pour confirmer que RD2 ne passe
pas par un état actif. Les résultats obtenus sont les suivants :

e Lc <1 nm (Figure 64A), ce qui atteste que la protéine ne s’ouvre pas au niveau
intracellulaire,

e dis<08nmetd.r~11nm (Figure 64B), ces données affirment que la région
NPxxY ™ ne se rapproche pas du coeur de la protéine (caractéristique de 1’état
activé).

Néanmoins, en présence de DPA-PC, le récepteur n’est pas stabilisé dans sa forme inactive
mais se retrouve en équilibre entre un état inactif et des états intermédiaires. La Figure 63A,
I’évolution de la distance entre les grains SC de R132 et E368 (“verrou ionique”) au cours du
temps (Annexe 16), le RMSD des acides aminés du coeur de triade (Annexe 17) et

’orientation de Y426 (Figure 64B) valident cet équilibre.
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Figure 64 Evolution au cours du temps des distances entre les hélices A) TM3 et TM6 (L¢) et B) TM7
(S419, P423) et TM1 (148) et TM2 (L76). En C) on percoit la superposition du motif NPxxY de RD2
qui expose diverses configurations adoptées par Y426.

En absence de ligand, le site de liaison ne s’étend pas parce que W386 reste dans une
orientation qui rétrécit la cavité (Figure 65A). Puis Y408 ne stabilise plus 1’hélice TM6
puisqu’elle est dirigée vers le bundle et F390 est déplacée par moment vers les lipides (Figure
65A). Concernant les résidus impliqués dans la liaison du ligand, F110 se rapproche du coeur
de la protéine ainsi que V91 (cristallisée) (Figure 65B), la BEC2 (1184) demeure au-dessus
du site alors que BEC1 est mobile, ce qui conduit W100 a se retrouver parfois proche de TM1
et TM7 (Figure 65C). De méme pour L94, I’acide aminé n’ayant pas de molécule avec

laquelle interagir est trés dynamique (Figure 65B).
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Figure 65 Etat du site de liaison. EBP a disparu comme on peut le voir en haut a gauche : cette poche
étendue était localisée au niveau de la zone en surbrillance jaune (les cavités vides au sein de RD2 sont
représentées en surface grise). Réarrangement des acides aminés A) jouant un rdle dans la fixation du
ligand, B) et C) définissant le site de liaison.

Comme nous ’avons déja vu, le DPA-PC ne s’agrége pas autour de RD2. Pourtant, le calcul
du RDF du LPI par rapport au centre de masse des hélices montre qu’il occupe fréquemment
des régions des hélices TM4 et TM5, voire TM7 et TM1 (Figure 66) : région inférieure de
TM4 et TMD5, et celle supérieure de TM1 et TM7 (Annexe 18).
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Figure 66 RDF de DPA-PC par rapport a chaque hélice. Plus la courbe est haute, plus il y a de
molécules de DDHA-PC, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces molécules sont en contact direct
avec [’hélice consideéree.

Bien que les résultats précédents permettent de conclure sur la différence « d’affinité » des
deux LPI simples chaines oméga 3 et 6 pour RD2, une étude impliquant une membrane de
POPC enrichie en DHA-PC (5%) et DPA-PC (5%) a été lancée afin de justifier cette
observation. Le calcul du RDF de chacun des LPI par rapport a chaque hélice démontre bien

que DHA-PC interagit davantage avec le récepteur (Figure 67).
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Figure 67 RDF de DHA-PC (violet) et de DPA-PC (vert) par rapport a chaque hélice. On retrouve en
abscisse, la distance (en nm) et en ordonnée, la fonction g(r) (« probabilité de présence »).

[1.4 Membrane constituée de POPC et 5 % DDPA-PC

La simulation impliquant DDPA-PC révéle que le LPI s’auto-assemble autour du RD2 mais
une agrégation totale n’est jamais observée (Figure 68). Il s’agrége uniquement en petits
domaines d’épaisseur 3,93 nm (Figure 68) et dont le paramétre d’ordre vaut 0,075. Ces amas

de LPI se retrouvent dispersés dans la bicouche mais également autour de la protéine.
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L’explication pour un tel comportement rejoint celle énoncée dans le Chapitre 111 - sous-
partie 11.2. De plus, le DDPA-PC ne comptant que cing DL sur chacune de ses chaines
grasses et non six comme le DDHA-PC, il ne pourrait pas s’adapter convenablement & la
surface de la PTM parce qu’il serait capable de présenter une conformation susceptible
d’interagir correctement avec POPC et les autres molécules de DDPA-PC. La membrane
quant a elle, mesure 3,82 nm (e.boppa = 3,81 nm, Figure 68) et ’aire par lipide a été

déterminée comme pour les autres dynamiques : <A> =7 nm? (Appra = 6,80 nm?).

v,eﬁ
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Figure 68 Vue de dessus, image du haut : systeme aprés 5 ps de dynamique (seul le LPI est visible).
L’épaisseur de bicouche et celle des amas sont déduites du graphe du bas (le calcul pour générer les
graphes s’effectue sur la méme base que celle indiquée en Figure 44).

La superposition de certaines structures et le calcul du RMSD de RD2 montrent un caractére
assez dynamique de ce dernier (<KRMSD> = 0,26 nm), et que les hélices TM1 et TM5-7 sont
les plus flexibles (Annexe 19). L’analyse du RMSF conclut que H393™9, 1397™6 F390T™6
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et W413™7 fluctuent beaucoup comparé aux autres résidus des mémes segments peptidiques
(Annexe 5).

Néanmoins, les résultats attestent de la non-activation de la protéine. Comme précédemment,
on a mesuré la distance entre les grains BB des acides aminés qui établissent le “verrou
ionique” (R132 et E368) et le graphe en Figure 69A affiche aucun changement (L < 1,2
nm), ce qui confirme I’absence d’un état actif. De méme pour 1’étude des distances di-s (<
0,85 nm) et die (~ 1,1 nm) qui justifient que la région NPxxY ™ est trés peu dynamique
(Figure 69C).

En s’intéressant a I’orientation des résidus qui caractérisent un état distinct, on remarque que
i) R132 est mobile mais ne se positionne jamais de maniére active, ii) E368 adopte différentes
configurations (Annexe 20a), iii) Y426 est majoritairement inclinée (Annexe 20b) et iv) le
coeur de triade opte pour un équilibre entre la forme active et la forme inactive (Annexe 20c).
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Figure 69 Evolution des distances entre A) les grains BB des résidus établissant le « verrou ionique »
et definit comme la longueur Lg, B) les grains SC des résidus du « verrou ionique » qui justifie
I’absence de ce dernier par moment et C) TM1, TM2 et TM3.
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Comme nous pouvions nous en douter, le site de liaison concerne seulement la région
supérieure de RD2 lorsqu’aucun ligand n’est dans le milieu : W386 et Y408 rendent étroite la
cavité de par leur réorientation (Figure 70A), la rotation de TM6 qui conduit & son
rapprochement vers TM3 entraine F390 a s’avancer vers le coeur de RD2 (reste en contact
avec F198) mais également a interagir avec Y199 et F202 (Figure 70A) et F110 est renvoyée
vers I'intérieur du récepteur ainsi que V91 (Figure 70B). L94 et W100 sont trés mobiles
d’une part di a la longueur de leur chaine latérale et d’autre part, W100 est localisé sur BEC2
qui présente une liberté de mouvement : on observe donc plusieurs positions pour ces deux
résidus (Figure 70B et C).

I\ G

Figure 70 Conformations adoptées par les acides aminés impliqués A) dans le prolongement de EBP,
B) et C) dans la liaison du ligand.

Il est difficile d’identifier visuellement les hélices avec lesquelles interagit le DDPA-PC. De
fait, on a procédé au calcul du RDF du LPI par rapport au centre de masse de chaque hélice

(Figure 71). Les graphes acquis et superposés démontrent que DDPA-PC entre
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majoritairement en contact avec TM4, TM2, TM5 et TM1 et notamment la région
intracellulaire de TM4 et la région extracellulaire de TM2, TM5 et TM1 (Annexe 21).
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Figure 71 RDF de DDPA-PC par rapport a chaque hélice. Plus la courbe est haute, plus il y a de
molécules de DDHA-PC, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces molécules sont en contact direct
avec I’hélice considérée.

[1.5 Membrane simple de DDHA-PC

Aprés avoir analysé les simulations précédentes, nous nous sommes posé la question suivante
: comment se comporterait le RD2 dans une membrane simple composée de LPI ? Pour
répondre a cela, nous avons procédé a une DMGG qui met en jeu le RD2 insérée dans une
bicouche de DDHA-PC. Ce LPI a été pris pour ’analyse puisqu’il présente le plus grand
nombre d’insaturations, il est donc apte a s’adapter a la surface de la protéine et il interagit

fortement avec le RD2 (cf sous-partie 11.2).

Apres 5 ps de production, le RMSD de la protéine a été calculée et le graphe montre qu’elle
est assez dynamique (KRMSD> = 0,26 nm, Annexe 22) et notamment, TM5 et 6 (Figure 72).
L’analyse du RMSF affiche une grande fluidité pour H393™6 13976 F390™6 E368TM6
Y408™7 et W413™7 (Annexe 22). On a également déterminé les caractéristiques de la

bicouche : e.b = 3,52 nm (Annexe 22), <A> = 9,3 nm? et <P> = 0,044. On remarque bien
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qu’une bicouche de LPI est moins haute et plus large qu’une membrane constituée

majoritairement de lipides saturés.

Figure 72 Superposition de structures (apres transformation inverse) extraites aux temps ou les
fluctuations sont importantes (gauche : « face » formée par TM1-4 et droite : « face » TM5-7).

Lorsqu’on analyse les structures de RD2, aucun mouvement extérieur de TM6 n’est visible
donc le RCPG ne passe pas par un état actif dans une membrane purement de LPI. Ce résultat
est confirmé avec la mesure de Lg (< 1,2 nm, Figure 73) et des distances 148-S419 et L76-
P423 : dis (< 0,8 nm) et dip (~ 1,1 nm) (Figure 73). Néanmoins, R132 et E368 adoptent
différentes orientations qui entraine la cassure du « verrou ionique » (Figure 74A, Annexe
23), Y426 maintient rarement un état inactif (Figure 74B) et le coeur de triade ne se retrouve
pas dans un état spécifique (actif ou inactif) (Figure 74C), alors on conclut que RD2 est en

équilibre entre une forme inactive et des états intermédiaires.
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Figure 73 Evolution des distances qui permettent de caractériser 1’état dans lequel est RD2.

Figure 74 Réarrangement au cours de la dynamique de A) résidus établissant le « verrou ionique », B)
Y426 du motif NPxxY et C) cceur de triade : 1122 est essentiellement en configuration active
contrairement & P201 et F382.

La poche de liaison quant a elle, est rétrécit au niveau du centre de la protéine en raison du
réarrangement de W386 et de la rotation de TM6 qui pousse F390 a s’orienter principalement
vers F202 et Y199 (Figure 75A). Une réorganisation des résidus F110, V91 et L94 impliqués
dans la fixation du ligand est également visible : la valine s’approche de la phénylalanine qui
vient se loger plus a I’'intérieur de RD2 et L94 est tres flexible due a une longue chaine
latérale (Figure 75B). 1l en est de méme pour W100 bien qu’il se positionne majoritairement

plus au-dessus du site.



127

Figure 75 Etat du site de liaison. EBP a disparu comme on peut le voir en haut a gauche : cette poche
étendue était localisée au niveau de la zone en surbrillance jaune (les cavités vides au sein de RD2 sont
représentées en surface grise). Réarrangement des acides aminés A) jouant un role dans la fixation du
ligand et B) impliqués dans la liaison de ce dernier.
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III. Dynamique de RD2 dans une membrane

complexe

Dans un second temps, des DMGG en milieu isotropique (pas de membrane préformée) et en
présence de cholestérol (10 %) ont été lancées afin d’étudier I’impact du stérol sur 1.

I’assemblage de LPI et la dynamique de RD2 et 2. son interaction avec ce RCPG.

Figure 76 Systéme initial des DMGG. RD2 (jaune), POPC (point), 5 % d’un LPI (violet) et 10 % de
cholestérol (vert) sont placés aléatoirement dans une boite cubique. Rappel : les molécules sont
plongées dans un milieu agueux avec des ions qui ne sont pas visibles sur la figure.
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III.1 Effets du cholestérol sur I'état de RD2 en présence

d’oméga 3
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Figure 77 A) Systéme final apres simulation (POPC apparait en point) et B) superposition des RMSD
de RD2.

On laisse évoluer les deux systémes pendant 5 ps avant de procéder aux analyses. La
visualisation des trajectoires sous VMD expose deux arrangements apparents suivant la nature
du LPI ajouté dans la boite de simulation : DHA-PC et DDHA-PC.

Le systéme qui comprend 5 % de DHA-PC s’organise en une bicouche plane (Figure 77A)
qui intégre correctement la protéine en son sein avec le LPI et les molécules de cholestérol
réparties dans toute la bicouche. Ces dernieres ne s’agrégent pas autour du récepteur mais
interagissent par moment avec lui. RD2 en présence du cholestérol expose une dynamique
moindre (<KRMSD> = 0,28 nm, Figure 77B). Puis par le calcul du RDF des composés par
rapport au centre de masse des différentes hélices, on déduit que le DHA-PC est
préférentiellement en contact avec TM4, TM5, TM6, TM1 et TM7, et le cholestérol interagit
fréquemment avec TM4, TM1, TM7 et TM5 (Figure 78). Cette détermination est en accord

avec les données communiquées dans certains articles qui illustrent que le DHA occupe des
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sites du cholestérol (cf Chapitre I, sous-partie 1V.3). En examinant plus précisément ces
contacts, on a déduit que le DHA-PC se loge dans les sites opposés a ceux du cholestérol a
I’exception de la partie cytoplasmique de TM4 et TM7 (Tableau 8).
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Figure 78 RDF de DDHA-PC et du cholestérol par rapport a chaque hélice (TM1, TM2, TM3, :
, TM6 et TM7). Les données montrent qu’un plus grand nombre de molécules de cholestérol
interagit avec RD2 et cela n’est pas surprenant puisqu’il y a plus de stérol que de LPI dans le milieu.

T™™1 TM2 TM3 TMA4 TM5 TM6 TM7
e i e i e i e i e i e i e i
DHA-PC * * * * * *
Cholestérol * * * * * *

Tableau 8 Retranscription des résultats obtenus par le calcul des RDF des composés (DHA-PC et

cholestérol) par rapport aux deux régions de chaque hélice (e = extracellulaire et i = intracellulaire). *
indique la partie avec laquelle interagit préférentiellement le composé.

La dynamique avec le LPI double chaine oméga 3 prouve qu’il peut induire une courbure a la
membrane et ainsi favoriser le processus d’endocytose. En fin de production, on obtient la
formation d’une vésicule qui inclut le RD2 a Il’intérieur de la bicouche, le DDHA-PC
assemblé sur une face de la protéine et le cholestérol dispersé (Figue 79A). Le RMSD de la
biomolécule traduit un dynamisme peu important lorsque du cholestérol est ajouté (<KRMSD>
= 0,27 nm, Figure 79B). On a également effectué le calcul de RDF en vue d’identifier les
hélices sur lesquelles vient s’auto-assembler le DDHA-PC : TM4, TM1, TM2 et TM7
(Figure 80). Le cholestérol, d’aprés la Figure 80 s’associe avec TM4, TM1, TM5 et TM7. Il
n’est pas surprenant de voir une grande quantité de stérol autour du récepteur et cela
s’explique par une concentration deux fois plus importante de cholestérol (10 %) par rapport a

DDHA-PC (5 %). Néanmoins, le graphe de gauche de la Figure 80 démontre bien la
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formation d’un agrégat proche de RD2 (courbes trés larges). Quoi qu’il en soit, le Tableau 9

met en évidence la compétition entre ces deux composes.
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Figure 79 A) Systeme final :

5x10°

la visualisation avec VMD permet de voir ’intérieur de la vésicule. On

notera que plusieurs vésicules sont visibles mais il s’agit de la méme qui a été projetée suivant les trois
axes xyz : elles sont images les unes des autres. B) superposition des RMSD de RD2.
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Figure 80 RDF de DDHA-PC et du cholestérol, par rapport au centre de masse de chaque hélice
(TM1, TM2, TM3, : , TM6 et TM7). Rappel : Plus la courbe d’un graphe est haute, plus il y
a de molécules, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces molécules sont en contact direct avec [’hélice
considérée.

TM1 TM2 T™M3 TM4 TM5 TM6 TM7

e i e i e i e i e i e i e i
DDHA-PC * * * * *
Cholestérol | * * * * * * *

Tableau 9 Retranscription des résultats obtenus par le calcul des RDF des composés (DDHA-PC et
cholestérol) par rapport aux deux régions de chaque hélice (e = extracellulaire et i = intracellulaire).

* indique la partie avec laquelle interagit préférentiellement le composé.

Cela étant dit, afin de déterminer si les hélices fréquemment en contact avec ’acide gras DHA
et le cholestérol ne dépendent pas de la concentration en composés, nous avons réalisé deux
DMGG qui font intervenir des membranes type membrane neuronale “saine” et “malade” en
s’appuyant sur les données de I’article de Guixa-Gonzalez et al.® pour la constitution des

bicouches (Tableau 10).

Phospholipid (tails) Healthy (%) Diseased (%)
DPPC (diC16:0) 21 33
DSPC (diC18:0) 7 15
DOPC (diC18:1) 15 11
SDPC (C22:6/C18:0) 21 6
SM (C18:1/C16:0) 36 36

Tableau 10 Tableau des concentrations lipidiques. Les systemes contiennent 33 % de cholestérol. Le
composé que nous appelons DHA-PC porte le nom de SDPC.
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Les résultats aprés 5 pus de simulation dénoncent bien qu’en dépit de la variation de la
concentration en DHA-PC i) DHA interagit préférentiellement avec les hélices TM4, TM5,
TM6 et TM7, et ii) le cholestérol occupe fortement les hélices TM4, TM1 et TM5 (Annexes
24 et 25) comme indiqué dans certains articles et identifié préalablement.

I1I.2 Effets du cholestérol sur I'état de RD2 en présence
d’oméga 6

Les simulations avec les oméga 6 dévoilent des résultats semblables a ceux impliquant les
oméga 3, a savoir que le simple chaine et le double chaine oméga 6 conduisent a des
agencements différents.
Malgré le faible pourcentage de DPA-PC, le systeme évolue en une vésicule (Figure 81A)
dans laquelle est intégrée la protéine. Comme attendu, le LPI ne présente que des interactions
transitoires avec RD2 ainsi que le cholestérol. On a calculé un RMSD du récepteur de 0,26
nm (Figure 81B), ce qui signifie qu’il est assez dynamique. Suite a cela, on a déterminé les
hélices qui sont préferentiellement contactées par DPA-PC et le cholestérol (Figure 82) :

e DPA-PC: TM4, TM5 et TMS,

o cholestérol : TM4, TM1 et TM5 voire TMT7.
Comme attendu, le LPI simple chaine oméga 6 et le cholestérol affichent une certaine
compétition et principalement pour la région intracellulaire des hélices TM4 et TM7
(Tableau 11).
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RMSD de RD2 : un léger changement dans la dynamique de la protéine peut étre observé.
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Figure 81 A) Systeme final aprés une production de 5 ps. On peut voir en arriere plan des lipides
mais il s’agit de la méme vésicule qui a été projetée suivant les trois axes xyz. B) superposition des
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Figure 82 RDFs de DPA-PC et du cholestérol par rapport au centre de masse de chaque hélice. Les
molécules de cholestérol interagissent davantage avec RD2 puisqu’il y a plus de stérol que de LPI
dans le milieu. Rappel : Plus la courbe d’un graphe est haute, plus il y a de molécules, et plus elle est
proche de I nm, plus ces molécules sont en contact direct avec I’hélice consideérée.

™1 TM2 TM3 TMA4 TM5 TM6 TM7

e i e i e i e i e i e i e i

DPA-PC * * * *
Cholestérol | * * * * *

Tableau 11 Retranscription des résultats obtenus par le calcul des RDF des composés (DPA-PC et

cholestérol) par rapport aux deux régions de chaque hélice (e = extracellulaire et i = intracellulaire). *
indique la partie avec laquelle interagit préférentiellement le composé.
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Un établissement en bicouche “arrondie aux extrémités” est observé pour le systéme qui
contient du DDPA-PC. Le LPI forme de petits agrégats proches du récepteur alors que le
cholestérol est localisé dans toute la bicouche (Figure 83A). En dépit de cette organisation, la
protéine est assez dynamique due a I’interaction du cholestérol avec cette derniére (SRMSD>
= 0,28 nm, Figure 83B). Le stérol occupe fréquemment les hélices TM4, TM1, TM7 et
TMD5, et le DDPA-PC les hélices TM4, TM5, TM2 et TM1 (Figure 84). L’analyse
approfondie (RDF du LPI et du cholestérol par rapport a chaque région, extra-/intracellulaire,
des hélices) révele que les sites d’occupation des deux constituants sont Opposés sur une

méme hélice, hormis celui au niveau intracellulaire de TM4 (Tableau 12).

POPC
DDPA-PC
CHIGIL
IR0

0.48
sans cholestérol
avec cholestérol

“ M il ﬂl

0.44

RMSD (nm)

0 1x108 2x10° 3x10° 4x10° 5x10°
Temps (ps)

Figure 83 A) Etat du systeme aprés simulation et B) superposition des RMSD de RD2.



DDPA-PC

136

Cholestérol

a(n)

o o N o

| —

—

0 1 2 3 4 5 6 T
Distance depuis le centre de masse des hélices (nm)

1 2 3 4 5 6 7 8
Distance depuis le centre de masse des hélices (nm)

Figure 84 RDFs de DDPA-PC et du cholestérol par rapport au centre de masse de chaque hélice

(TM1, TM2, TM3, ,

, TM6 et TM7). Rappel : Plus la courbe d’un graphe est haute, plus il y

a de molécules, et plus elle est proche de 1 nm, plus ces molécules sont en contact direct avec [’hélice

considérée.

TM1 TM2 T™™M3 TMA4 TM5 TM6 TM7

e i e i e i e i e i e i e i
DDPA-PC * * * * * *
Cholestérol | * * * * * * *

Tableau 12 Retranscription des résultats obtenus par le calcul des RDF des composés (DDPA-PC et

cholestérol) par rapport aux deux régions de chaque hélice (e = extracellulaire et i = intracellulaire). *
indique la partie avec laquelle interagit préférentiellement le composé.
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Chapitre V Discussion des

résultats



138

Les résultats obtenus des DMGG de I’auto-assemblage de lipides polyinsaturés (LPI) de la
famille des oméga 3 (DHA-PC, DDHA-PC) et oméga 6 (DPA-PC et DDPA-PC) exposent
deux organisations majoritaires des LPI selon la nature de la queue hydrophobe. Les simples
chaines oméga 3 et 6 (DHA-PC et DPA-PC respectivement) tendent a former une bicouche
“plane” alors que les doubles chaines oméga 3 et 6 (DDHA-PC et DDPA-PC respectivement)
adoptent une structuration en “réseau a deux feuillets”. En effet, les doubles chaines oméga 3
et 6 comprennent deux chaines carbonées insaturées de configuration “cis”, ce qui impose des
courbures et donc un agencement désordonné et aléatoire aux lipides. A la différence, DHA-
PC et DPA-PC ont une chaine saturée en position snl, ce qui permet de “redresser” le lipide
qui est plus ordonné.

L’épaisseur de la bicouche varie également, et comme attendu, la famille des oméga 6 conduit
a des bicouches légerement plus épaisses que celles établies par les oméga 3. L’absence d’une
double liaison (DL) chez les oméga 6 est suffisante pour apporter un “ordre” au sein de la
queue®”°® et donc une meilleure structuration (moins de désordre) de ces derniers par rapport

aux omega 3.

Lorsqu’on intégre les LPI dans une membrane de POPC, et malgre leur faible quantité (5 %),
il est possible de caractériser des attitudes distinctes chez ces quatre composés. Une similitude
dans la dynamique de DHA-PC et DPA-PC est observee cependant, une dissemblance est
visible dans leur organisation. Les valeurs du paramétre d’ordre (<P>) témoignent d’une
rigidité plus importante de la queue hydrophobe de ’'oméga 6 en comparaison a I’oméga 3 qui
a une queue flexible due a un plus grand nombre d’insaturations en position sn2. En effet, le
DPA-PC differe du DHA-PC d’une DL et cela suffit pour qu’il puisse mieux s’aligner (cf
Tableaux 6 et 7) mais tous deux s’apparient assez fortement avec le POPC par la présence de
leur chaine saturée en position snl. Concernant les doubles chaines oméga 3 et 6, le composé
DDPA-PC se comporte légerement comme DDHA-PC, a savoir qu’il a tendance a s’auto-
assembler. Cependant, contrairement a DDHA-PC, le double chaine oméga 6 ne forme pas de
domaines “stables” : les lipides passent d’un agrégat a un autre. Une explication plausible a
cela est que l’interaction hydrophobe entre deux molécules de DDPA-PC est moins
importante que celle entre deux DDHA-PC (Annexe 26). Effectivement, le DDPA-PC est
plus rigide que le DDHA-PC compte tenu de deux chaines grasses moins flexibles (cf
Tableaux 6 et 7), alors il pourra interagir davantage avec le POPC qui est dit rigide. Bien que
les LPI montrent des comportements distincts au sein d’une méme famille, voire deux

familles différentes (oméga 3 et 6), ils ont peu d’effets sur I’épaisseur et I’aire par lipide de la
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membrane en comparaison a la bicouche simple de POPC. Cela est sirement d0 a une tres
faible quantité en LPI (5 %) qui n’est pas suffisante pour observer un léger changement des
propriétés membranaires. Ces caractéristiques (épaisseur et aire) sont également peu affectées
par la présence de RD2 intégrée dans la bicouche lipidique enrichie ou non en LPI. De cette
constatation, on déduit qu’il y a une adéquation entre la région intramembranaire de RD2 et
I’épaisseur de la bicouche : on parle d’appariement hydrophobe (hydrophibic matching en
anglais). Néanmoins, la hauteur d’une membrane uniquement constituée de double chaine
oméga 3 (DDHA-PC) est bien inférieure a celle d’une membrane simple de lipide saturé
(POPC) et a celle du domaine non-raft identifié dans les systemes enrichis en DDHA-PC
(5%). La raison d’une telle différence de hauteur entre bicouches de DDHA-PC est que le LPI
introduit en petite quantité dans une membrane constituée de lipides saturés (ordonnés) serait
sous la contrainte de ces derniers qui vont empécher le LPI de se déformer considérablement

dd a un espace limité au sein de la membrane.

La simulation de RD2 dans une bicouche preformée de POPC démontre que la protéine ne
passe pas par un état actif mais expose un grand nombre de conformations dites
intermédiaires. Ces conformations sont décrites par :

e I’absence du “verrou ionique” formé entre une arginine située dans la région
intracellulaire de TM3 (R132) et un glutamate de TM6 (E368), sans mouvement
significatif de cette derniere et/ou

e un coeur de triade dont les trois acides aminés (1122, P201 et F382) n’adoptent pas un
méme état et/ou

o l’inclinaison de la tyrosine du motif NPxxY ™ (Y426), sans rapprochement de cette
région vers le centre de la protéine (cf Chapitre I, sous-partie 11.3).

Le résultat énoncé coincide avec ceux de la littérature qui indiquent que le DOPC et POPC ne
stabilisent pas un état particulier (actif ou inactif) de la rhodopsine et S2AR.*3 Des études
de DM (tout-atome et gros grains) ont aussi révélé que ces RCPG présentent des états
intermédiaires.*® De fait, on peut conclure que le POPC a le méme effet sur les propriétés

conformationnelles de RD2 que sur celles de la rhodopsine et S2AR.

En analysant les systemes enrichis en LPI (5 %) de la famille des oméga 3 et 6, la premiére
observation que nous faisons se rapporte au comportement des LPI au sein de la bicouche qui
comporte le RD2. Comme dans les dynamiques démunies de protéine (Chapitre 111, partie
I), les simples chaines oméga 3 et 6 ne s’auto-assemblent pas : ils sont temporairement en

contact avec le RD2. Malgré une attitude similaire, la visualisation de leur trajectoire montre
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que le DPA-PC interagit faiblement avec RD2 contrairement &8 DHA-PC et le calcul du RDF
(probabilité de présence des LPI par rapport @ RD2 ou chaque hélice) permet de confirmer
cette observation (Annexe 27). Cela peut s’expliquer par le DHA qui est plus insaturé que le
DPA et de fait, il pourra mieux s’adapter a la surface de la protéine. Néanmoins, la présence
de la chaine saturée entraine une compétitivité entre les divers composants de la bicouche : la
partie insaturée favorise son interaction avec le récepteur non rigide et pourvu d’un grand
nombre de résidus aromatiques hydrophobes, alors que la partie saturée “rigide et ordonnée”
préfere s’assembler aux autres chaines saturées qui se trouvent en grande quantité. Les
doubles chaines oméga 3 et 6 quant a eux, forment des domaines. Dans le cas du DDHA-PC,
ce LPI va s’agréger totalement sur une face de la protéine alors que de petits amas de DDPA -
PC sont perceptibles au sein de la membrane et autour de RD2. Notons également que I’auto-
assemblage de DDHA-PC est majoritaire sur la méme face de RD2 quelle que soit sa
concentration dans le milieu (5 %, 25 %) et cela est di a une face qui comprend de
nombreuses cavités permettant un « ancrage » temporaire ou prolongé dans lesquelles vient se
loger les molécules de DDHA-PC. Et rappelons que I’interaction entre deux DDHA-PC est
plus forte que celle entre deux DDPA-PC.

Les hélices préférentiellement contactées par les LPI ont pu étre identifiées en procédant au
calcul du RDF. Les simples chaines oméga 3 et 6 vont essentiellement occuper les hélices
TM4, TM5 et TM1 et les doubles chaines interagissent de préférence avec TM4, TM2 et TM1
qui forment une face plus concave. Ces données se rapprochent de celles publiées dans des
articles qui énoncent les hélices (rhodopsine) avec lesquelles interagit le DHA.”® Par ces
analyses, on conclut qu'il n'y a pas de différenciations marquantes entre un oméga 3 et un
omeéga 6. Cependant, le fait que les LPI soient doublement substitués (DDHA-PC et DDPA-
PC), ils s'apparieront fortement a certaines hélices non impliquées dans l'interaction avec les
simples chaines (DHA-PC et DPA-PC). Nous pouvons préciser que les régions hélicoidales
concernées dans I’interaction LPI-RD2 sont la partie intracellulaire des hélices TM4, TM5 et
TML1, et la partie extracellulaire de TM2. Cela n'est pas surprenant puisque TM4 et TM2
possédent un tryptophane dans ces parties respectives (W90™2 et W160™%). Puis la face
exposée aux lipides des hélices TM1-4 comprend des résidus aromatiques donc tres
hydrophobes, ce qui favorise les interactions avec le DDHA-PC et DDPA-PC qui possedent
deux chaines instaurées a la différence de DHA-PC et DPA-PC.

L’analyse des RMSD de RD2 calculés pour chaque syst¢éme montre que les LPI ne semblent
pas énormément impacter la dynamique du récepteur possiblement en raison de leur faible

concentration. Seule la cavité du site de liaison se « contracte » rapidement pour ne plus trop
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bouger étant démuni de ligand. Néanmoins, les RMSD de chaque hélice affichent un
comportement intéressant de la protéine : les hélices TM5-7 exposent les plus grandes
dynamiques. Ce résultat permet d’appuyer I’interprétation visuelle de la superposition de
structures (apres transformation inverse) extraites a différents temps. Dans le cas ou la
membrane comprend 5% de DDHA-PC, cette observation peut étre expliquée par 1’auto-
assemblage préférentiel du LPI sur la face formée par les hélices TM1-4. Le contact des
molécules de DDHA-PC avec ces hélices serait plus intense que celui entre acides aminés,
ainsi pour maximiser les effets hydrophobes qui régissent la “stabilité” du systéme, les
mouvements hélicoidaux sont restreints. Or, TM1-4 ne semblent pas énormément bouger dans
les autres simulations qui montrent des interactions transitoires du LPI avec RD2. Une
explication a cela est, d’une part, que les hélices TM5-6 présentent des résidus proline et/ou
glycine en leur centre qui induisent une grande flexibilité de 1’hélice a I’endroit ou ils sont
localisés :

e la proline differe structurellement des autres acides aminés car elle ne détient pas de
chaine latérale, ainsi elle impose une courbure au peptide,

e la glycine est un résidu naturel particulier puisque son C. est achiral, ce qui signifie
qu’elle n’a pas de configuration propre/fixe. De fait, elle est plus flexible que les
autres résidus et les atomes d’hydrogéne sont beaucoup moins encombrants donc ils
ne limitent pas le mouvement du peptide.

D’autre part, la majorité des acides aminés aromatiques situés sur TM5-7 font face vers
I’intérieur de la protéine alors que ceux sur les hélices TM1-4 sont exposés a I’environnement
lipidique (Annexe 28), ce qui permet aux LPI d’interagir davantage avec eux et ainsi prévenir
le mouvement des hélices qui sont relativement sollicitées par les LPI. Ce raisonnement est
justifié par la mesure du RDF (cf Chapitre IV - parties Il et I11).

Outre cela, il est possible de suggérer que les simples chaines oméga 3 et 6 (DHA-PC et
DPA-PC) accentuent le dynamisme de RD2. Malgré cette distinction, lorsqu’on compare le
RMSF des systémes (fluctuation atomiques de RD2 au cours du temps), les domaines au sein
du récepteur qui présentent une grande flexibilité sont identiques quel que soit le LPI du
milieu. Ils correspondent aux boucles et a I’extrémité inférieure de TMS et TM6 (régions
intracellulaires).

La méme déduction est faite sur le comportement (états conformationnels) de la protéine.
Cette derniére n’admet a aucun moment une forme active et ne maintient pas constamment sa
conformation inactive : elle passe par divers états dits intermédiaires au cours du temps. Ces

états sont définis par ’absence du “verrou ionique” établi entre R132 et E368 (sans
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mouvement extérieur de TM6) et/ou la tyrosine Y426™ en position inactive mais qui
s’oriente vers le cytoplasme et/ou un coeur de triade dont les résidus (1122, P201 et F382) ne
présentent pas le méme état.

Le site de liaison de RD2 a également été examiné. Puisque le récepteur a été cristallisé
complex¢é a un ligand, le site de fixation “natif” reste méconnu. La dynamique moléculaire
nous a permis d’observer, dans tous les systemes (avec ou sans LPI), la disparition de la
poche de liaison étendue (EPD) causée par i) le rapprochement de TM6 vers TM3, qui induit
un réarrangement de F390, ii) Y408 qui s’oriente vers le bundle (contact avec H393 affaibli)
et retrouve son état initial comme observé chez RD3 et iii) W386 qui bascule vers le milieu
cytoplasmique, ce qui bloque le prolongement du site de liaison. Un décalage vers I’intérieur
de RD2 des acides aminés F110 et V91, impliqués dans l'interaction avec le ligand, est
également identifie.

L’ajout de cholestérol (10%) a une influence sur la dynamique de RD2 comme décrit dans la
littérature pour d’autres RCPG®% : ce stérol, par sa petite structure rigide, induit la perte des
fluiditées membranaire et proteique. Il peut ainsi impacter I’affinité d’un ligand pour son
récepteur (diminution) en augmentant la rigidité hélicoidale. De cette maniére, les
changements conformationnels de la protéine activée pourraient étre affectés en termes de
durée pendant laquelle le récepteur reste dans chaque conformation « intermédiaire ». Puis il a
été révelé que le récepteur est plus compact en présence de cholestérol. Toujours est-il que
I’effet des LPI n’est pas apparent avec 1’insertion de ce Composé.

La membrane étant plus complexe, les différents composés devraient agir les uns avec les
autres et de ce fait, le cholestérol et les LPI seraient tous les deux en contact avec le récepteur.
L’analyse des RDF de chacun des constituants (LPI et cholestérol) par rapport & RD2 ou des
hélices démontre une compétition entre ces deux types de molécules : ils interagissent avec
les hélices TM4, TM1, TM5 et TM7. Cette observation concorde avec les résultats de
Grossfield et al. et Horn et al.”®8 Ceci étant dit, un discernement est fait entre les hélices
préférentiellement contactées par les simples chaines oméga 3 et 6 et les doubles chaines
oméga 3 et 6. Ces derniers rencontrent essentiellement TM4, TM1 et TM2 comme il a été
montré précédemment en I’absence de cholestérol, tandis que DHA-PC et DPA-PC se
rapprochent fortement de TM4, TM5 et TM6 et non plus de TM1. D0 a une plus grande
quantité de cholestérol dans le milieu, les petites molécules rigides vont fréquemment
s’apparier avec TMI1, ce qui empécherait aux LPI simples chaines oméga 3 et 6 d’interagir

avec elle. Notons que le résultat pour DHA est supporté par I’étude de deux systemes dont la
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bicouche est trés complexe (membranes plasmiques neuronales saine et malade, cf Chapitre
IV - sous-partie 111.1). En examinant les contacts pour chaque simulation, on a remarqué que
les LPI se placent dans les sites hélicoidaux opposés a ceux du cholestérol a I’exception de la

partie intracellulaire de TM4 et TM7 pour lesquelles les LPI et le stérol sont en compétition.
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Chapitre VI Conclusion et

perspectives
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Une multitude de pathologies psychiatriques telles que la schizophrénie sont causées par un
dysfonctionnement des neurones dopaminergiques et/ou une altération de 1’activité du RD2
et/ou de la composition lipidique neuronale.?6231-3 Cela a donc conduit des équipes de
neurologie et biophysique bordelaises a étudier ces aspects. L’implication de la modélisation
dans ce projet est de simuler les systemes modeéles biophysiques en utilisant la dynamique
moléculaire gros grain (DMGG) afin d’illustrer I’influence de I’environnement lipidique sur
les propriétés conformationnelles du RD2. Ainsi, nous avons travaillé avec des systemes qui
exposent le RD2 inactif et sans ligand intégré au centre d’une membrane de POPC enrichie ou
non en LPI (5%). Les LPI examinés possédent la méme longueur de chaines (C18 en position
snl et C22 en sn2) et différent d’une double liaison (DL) sur la plus longue chaine grasse qui
témoigne de la famille a laquelle ils appartiennent (oméga 3 avec six DL et oméga 6 avec 5
DL).

Suite a ces trois années de recherches, nous avons pu analyser divers aspects non perceptibles
expérimentalement comme le comportement de LPI, les interactions LPI-RD2 et la
compétition entre les LPI et le cholestérol, au sein d’une membrane majoritairement

composée de POPC.

Il a été demontré dans la littérature que les lipides suivant la nature de leurs chaines grasses
ont un impact sur les propriétés de la membrane telles la fluidité voire 1’épaisseur de
bicouche.?87 Les dynamiques réalisées avec une bicouche préformée de POPC contenant 5%
d’un LPI (DHA-PC ou DPA-PC ou DDHA-PC ou DDPA-PC) affichent dans un premier
temps, une organisation spécifique des quatre LPI. De plus, ces simulations attestent que
I’effet des LPI sur I’épaisseur de la membrane et I’aire par lipide est trés peu marquant
lorsqu’ils sont en faible concentration. L’organisation des lipides mono- ou di-insaturés est
néanmoins remarquable avec une structuration aléatoire des chaines a plusieurs DL alors que
les chaines saturées gardent une certaine linéarité. Ces derniéres ont tendance a interagir
préférentiellement entre elles afin de maximiser les effets hydrophobes et aussi, “qui se

ressemble s’assemble”.

Les résultats obtenus pour les systemes qui prennent en compte le récepteur sont intéressants
puisqu’ils démontrent que suivant la nature des LPI (oméga 3 ou 6, mono- ou di-substitués),
ces derniers ont un comportement distinct en présence de RD2. Les oméga 3 interagissent
davantage avec la protéine par comparaison aux oméga 6 mais les doubles chaines oméga 3 et
6 forment des agrégats contrairement aux simple chaines qui interférent transitoirement avec

RD2. Néanmoins, il semblerait que le dynamisme du récepteur ne soit pas impacté par la
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présence des LPI. Le calcul du RMSD de chaque hélice et 1’étude de la superposition de
structures extraites a différents temps affichent une dynamique importante uniquement de
TM5-7 dans tous les systémes. La faible mobilité des hélices TM1-4 est due a i) I’absence
d’acides aminés sur des hélices pouvant induire un mouvement de torsion (glycine, proline) et
ii) la présence de résidus aromatiques sur leur face extérieure avec lesquels interagissent

fortement les chaines grasses insaturées.

La dynamique moléculaire permet d’étudier 1’évolution d’un systeme au cours du temps, c’est
pourquoi il nous a été possible de déterminer des changements conformationnels de la
protéine suivant son environnement. En dépit des lipides élaborant la bicouche, le RD2 ne
s’active pas, ni ne reste ni sous sa forme inactive : il présente un grand nombre de
conformations qualifiées d’états intermédiaires. Effectivement, 1’hélice TM6 ne s’¢loigne pas
de TM3 au niveau cytoplasmique (pas d’ouverture) mais le “verrou ionique” est parfois
absent dd a une mobilité de la chaine latérale de E368, et la région intracellulaire de TM7
maintient sa position inactive sans jamais se rapprocher du coeur de la protéine avec Y426 qui
s’oriente par moment vers le milieu cytoplasmique. Cependant, 1’hélice TMS affiche une
grande flexibilité au niveau intracellulaire (se décale vers TM6) et la partie extracellulaire de
TM6 est trés dynamique. Toutes ces observations faites dans les differentes simulations
permettent de conclure qu’un lipide a téte polaire PC, quelle que soit la nature de ses chaines
grasses (queue hydrophobe), ne favorisera ni la forme active, ni la forme inactive de RD2
mais conduira a son inactivation. Ce résultat est possiblement dd a i) ’absence de la BIC3 qui
jouerait un role essentiel dans le processus et/ou ii) I’absence de la protéine G. Effectivement,
cette derniére s’avere €tre importante pour 1’activation des RCPG puisqu’un RCPG démuni de
cette unité est fermé au niveau cytoplasmique méme s’il est complexé a un ligand. Outre cela,
la conformation du site de liaison natif de RD2 a été identifiée ainsi que 1’implication de F390
et W386 qui joueraient un réle dans la fixation du ligand. Ces deux résidus participent a

I’établissement de la poche de liaison étendue (EBP) tout comme Y408.

En regard de ces données, nous avons déterminé que les simples et doubles chaines oméga 3
et 6 ne s’apparient pas avec les mémes hélices et les doubles chaines interagissent beaucoup
plus avec RD2 que leurs semblables mono-substitués. Cependant, aucune distinction entre les
deux familles n’a pu étre faite. Les simulations avec 10 % de cholestérol ont démontré que les
LPI DHA-PC et DPA-PC entrent en contact avec les mémes hélices malgré la présence du
stérol et que ces derniéres ont été caractérisées comme celles pour lesquelles le cholestérol a

une meilleure affinité. Les LPI et le cholestérol se logent néanmoins de fagon transitioire sur
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des régions opposées a 1’exception de TM4 et TM7 ou une compétition peut étre observée
entre ces deux biomolécules. En addition, nous avons bien montré que le cholestérol conduit a

la perte de fluidité de la protéine.

Ainsi, bien que les LPI ne semblent pas impacter la dynamique de RD2 et n’influencent pas
difféeremment les propriétés conformationnelles du récepteur, nous supposons que leurs effets
seraient perceptibles sur le complexe trimérique (RD2 lié a un ligand et a la protéine G). Ceci
étant dit, nous avons pu affirmer par la DMGG que :

e la conformation de RD2 qui est aussi un RCPG de la Classe A telles que la rhodopsine
et B2AR, est déstabilisée par des lipides (saturés et insaturés) a téte polaire PC. Soit,
RD2 presente des etats intermédiaires sans adopter une conformation active et

maintenir sa forme inactive.
Egalement, il a été possible de :

e déterminer le comportement des quatre LPI et de RD2,
o identifier les hélices préférentiellement contactées par chacun des LPI et le
cholesterol,
e observer les changements structuraux locaux (“verrou ionique”, coeur de triade et
Y426) comme deécrit dans la littérature en employant la DMTA/UA et
e ¢étudier la flexibilité du site de liaison qui a été énoncé dans I’article de Wang et al. en
2018.
Ces trois années ont permis de confirmer I’utilisation de la DMGG pour I’étude du
comportement de protéines transmembranaires et de lipides, et d’acquérir des données

préliminaires pour comprendre I’impact des LPI sur les propriétés de RD2.

Afin d’approfondir ces recherches et par conséquent, répondre rigoureusement a la
problématique, il serait intéressant d’effectuer, dans un premier temps, des dynamiques par la
méthode du gros grains en ajoutant un ligand tout en gardant le ratio de lipides. Les systémes
comprendront le ligand a I’extérieur du site orthostérique de RD2 d’une part, et a I'intérieur
d’autre part, pour étudier le comportement du récepteur en présence d’une petite molécule
d’affinité. Cela permettra également d’observer si les LPI ont un impact sur ses états et de
vérifier si RD2 a besoin de la protéine G pour s’activer. Bien entendu ces analyses seront

effectuées en ’absence et en compagnie du cholestérol.
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Dans un second temps, les simulations de i) RD2 seul et ii) du complexe RD2-ligand, ancrés a
la protéine G au niveau cytoplasmique du récepteur, voire dans le milieu intracellulaire afin
d’observer 1’appariement, seront essentielles puisqu’elles permettront de déterminer
I’importance de cette unité dans les modifications conformationnelles d’'un RCPG sous I’effet
de son environnement lipidique. Néanmoins, ces analyses nécessitent la structure
cristallographique des complexes et d’une puissance de calcul importante.

Il serait également intéressant d’étudier des systémes se rapprochant de la composition

neuronale en vue d’avoir des données pertinentes par rapport au contexte biologique.
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ANNEXES



Annexe 1:

Alignement de RD2 (1°® ligne) et P2AR

(2nd

150

ligne)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Ces deux RCPG de la classe A présentent

une similarité de 40 %.
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Annexe 2 : Températures de transition de lipides (en °C).%

12:0 PC (DLPC) 2 12:0 PG (DLPG) 3
13:0 PC 14 14:0 PG (DMPG) 23
14:0 PC (DMPC) 24 16:0 PG (DPPG) 41
15:0 PC 35 18:0 PG (DSPG) 55
16:0 PC (DPPC) 41 18:1 PG (DOPG) -18
17:0 PC 50 16:0-18:1 PG (POPG) 2
19:0 PC 62 14:0 PS (DMPS) 35
200 PC 66 16:0 PS (DPFPS) 54
21:0 PC 71 18:0 PS (DSPS) 68
22:0 PC 75 18:1 PS (DOPS) -1
23:0 PC 795 16:0-18:1 PS (POPS) 14
16:1 PC -36 12:0 PA (DLFA) 3
18:1c¢9 PC (DOPC) =17 14:0 PA (DMPA) 52
18:119 PC 12 16:0 PA (DPPA) 65
18:1c6 PC 1 18:0 PA (DSPA) 75
22113 PC 13 18:1 PA(DOFPA) -4
18:2 PC -57 16:0-18:1 PA (POPA) 28
14:0 CL a7
16:0 CL 622
14:0-16:0 PC 35 Tr (°C) Th (°C)
14:0-18.0 PC 40 12:0 PE (DLPE) 29
16:0-14:0 PC 27 14:0 PE (DMPE) 50
16:0-18:0 PC 49 16:0 PE (DFPE) 63 118
16:0-18:1 PC (POPC) -2 18:0 PE(DSFE) 74 100
16:0-22:6 PC =27 200 PE 83 96
18:0-14:0 PC 30 18:1¢9 PE (DOPE) -16 10
18:0-16:0 PC 44 18:1t9 PE 38 64
18:0-18:1 PC 6 18:2 PE -40 -15
18:1-16:0 PC -9 18:3 PE -30
18:1-18:0 PC 9 16:0-18:1 PE (FOPE) 25 71




Annexe 3 : Alignement de RD3 (1°" ligne) et RD2 (2" ligne) avec Modeller.
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Annexe 4 : RMSD de RD2 dans une bicouche de POPC. Divers calculs ont été effectués en
tenant compte de 1. la protéine entiére (vert) ou 2. les grains BB (violet). Il est possible de
comparer deux structures en mesurant la déviation standard de particules (ex: BB) par rapport
a leur position initiale dans la protéine entiere et le résultat apparait en bleu et se superpose au
graphe violet. La seule différence observée est la valeur du RMSD : elle n’est pas la méme si
on prend uniquement en compte les grains BB ou tous les grains. Le RMSD résultant de la
moyenne, il n’est pas surprenant d’avoir cet écart car un plus grand nombre de positions est
considéré dans le cas de la protéine entiére. Cependant, la tendance des courbes (les
fluctuations) est identique, ce qui signifie qu’il est possible d’effectuer la mesure sur un des
deux criteres (BB ou RD2 entier). En effet, nous nous intéressons aux fluctuations survenant
chez RD2 qui témoignent de sa flexibilité, ainsi tous les graphes de RMSD présentés dans le
présent mémoire illustreront I’évolution de la protéine entiere.

RD2 fit RD2
BB fit BB
fsr fit RD2

WW«M it i i

M ‘MMWW W “WMM
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0.35 4 ff
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Annexe 5: RMSF de RD2 de chaque systeme prenant en compte tous les grains de la
protéine. La structure que nous avons etudié est constituée de 268 résidus et 615 particules.
Les régions correspondant aux grandes fluctuations sont indiquées en bleu avec i qui signifie
intracellulaire, soit la partie intracellulaire de 1’hélice. Pour rappel, BEC et BIC sont les
abréviations de boucle extracellulaire et boucle intracellulaire respectivement.
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Annexe 6 : RMSD de la région NPxxY sous I’influence des molécules de POPC.
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Annexe 7 : RMSD du cceeur de triade dans une membrane de POPC. On remarque bien
que la phénylalanine est plus flexible que les deux autres résidus. 1122 qui possede également
une longue chaine latérale est assez dynamique lorsque RD2 n’est complexé a aucun de ses

partenaires.
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Annexe 8 : Arrangements de 1184 et W100 au cours du temps.

BEC2

BEC1

T™M2

1184
TM6 T™M7

Annexe 9 : Réarrangement de H393 et Y408 au cours du temps lorsque RD2 est démuni
de ligand. Malgré une proximité des résidus par moment, ils ne sont pas orientés de maniére a
interagir entre eux et donc stabiliser I’hélice TM6 comme décrit dans la littérature.

™7
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Annexe 10 : Evolution de la distance R132 — E368 en prenant en compte les grains BB
(L, graphe du haut) et les grains SC (graphe du bas). Rappel : L caractérise [’état de la
région extracellulaire du récepteur et précisément du site de liaison du ligand.
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Annexe 11 : RMSD du cceur de triade dans une membrane de POPC enrichie en DHA -
PC (5%0). On remarque que la phénylalanine est plus flexible que les deux autres résidus.
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Annexe 12 : Evolution de la distance R132 — E368 en prenant en compte les grains BB
(Le). Rappel : L caractérise I’état de la région extracellulaire du récepteur et précisément
du site de liaison du ligand.
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Annexe 13 : RMSD des résidus composant le coeur de triade.
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Annexe 14: RDF de DDHA-PC par rapport a la surface de chaque extrémité
(extracellulaire/ intracellulaire) des hélices. On retrouve en abscisse, la distance (en nm) et
en ordonnée, la fonction g(r) (« probabilité de présence »). Les résultats du calcul par rapport
a la région extracellulaire des hélices apparaissent en violet, et ceux par rapport a la région
intracellulaire en vert.
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Annexe 15 : RMSD de RD2 dans une membrane constituée de POPC enrichie en DPA-
PC a5 %.
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Annexe 16 : Evolution de la distance R132 — E368 en prenant en compte les grains SC.
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Annexe 17 : RMSD et superposition du cceur de triade. Cette derniere est réalisée sur les
structures cristallographiques de la B2AR active (bleu) et le RD2 inactif (rouge).
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Annexe 18: RDF de DPA-PC par rapport a la surface de chaque extrémité
(extracellulaire/ intracellulaire) des hélices. On retrouve en abscisse, la distance (en nm) et
en ordonnée, la fonction g(r) (« probabilité de présence »). Les résultats du calcul par rapport
a la région extracellulaire des hélices apparaissent en violet, et ceux par rapport a la région
intracellulaire en vert.
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Annexe 19 : RMSD de RD2 entier et de chaque hélice dans une membrane enrichie en

164

DDPA-PC (5 %). Ces dernieres peuvent étre repérées par une couleur distincte : TM1, TM2
TM3, TM4, , TM6 et TM7.
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Annexe 20 : Criteres caractérisant I’état du RD2 dans une membrane de POPC avec 5
% de DDPA-PC. a) Formation du « verrou ionique », b) rapprochement du motif NPxxY
vers le centre du récepteur avec Y426 orienté vers le haut et ) cceur de triade.

i R132 TM6
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Annexe 21: RDF de DDPA-PC par rapport a la surface de chaque extrémité
(extracellulaire/ intracellulaire) des hélices. On retrouve en abscisse, la distance (en nm) et
en ordonnée, la fonction g(r) (« probabilité de présence »). Les résultats du calcul par rapport
a la région extracellulaire des hélices apparaissent en violet, et ceux par rapport a la région
intracellulaire en vert.
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Annexe 22 : Epaisseur d’une membrane de DDHA-PC (en haut a droite) et RMSD (en
haut a gauche) et RMSF (en bas) de RD2 dans une membrane simple de DDHA-PC. La
structure que nous avons étudié est constituée de 268 résidus et 615 particules. Les régions
correspondant aux grandes fluctuations sont indiquées en bleu avec i qui signifie
intracellulaire, soit la partie intracellulaire de 1’hélice. Pour rappel, BEC et BIC sont les
abréviations de boucle extracellulaire et boucle intracellulaire respectivement, et le calcul
pour genérer le graphe de densité s’effectue sur la méme base que celle indiquée en Figure
44,
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Annexe 23 : Evolution de la distance N-O des résidus R132 et E368 respectivement dans
une membrane simple de DDHA-PC.
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Annexe 24 : RDF de DHA-PC (haut) et du cholestérol (bas ; membrane « malade »).
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Annexe 25 : RDF de DHA-PC (haut) et du cholestérol (bas ; membrane « saine »).
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Annexe 26: Diagrammes énergétiques traduisant A) Dinteraction LPI-RD2 et B)
Pinteraction entre molécules de LPI. Les interactions de DDHA-PC avec RD2 et entre
molécules de DDHA-PC sont plus favorables parce qu’elles sont plus basses en énergie.
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Annexe 27 : RDF des LPI par rapport au RD2.
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Annexe 28 : Surface de RD2 mettant en évidence les résidus aromatiques hydrophobes.
Les phénylalanines sont représentées en stick vert, les tyrosines en bleu et les tryptophanes en
rose.
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Etude de DPaffinité d’une molécule nucléaire synthétisée pour les récepteurs a

oestrogéne — projet de collaboration (Philippe Hermange, ISM, Talence)

(Pd]

OH

ye s B ¥R

Résumé

The fast, efficient, and functional group tolerant last-step radiolabeling of bioconjugates is
crucial for positron emission tomography (PET) applications. In this context, o-iodobenzyl
alcohol based structures were identified as ideal tags for an easy Pd-catalyzed carbonylation
after bioconjugation, and a moxestrol-conjugated precursor was chosen as the model
compound for the further studies. Despite scale and time constraints, conditions developed
with [*2C]CO and [*3C]CO were easily transferred to the 'C isotope, and the desired
radioactive product was obtained in amounts up to 740 MBq with radiochemical purities
higher than 99%. Radio-high-performance liquid chromatography analyses of rat blood
samples demonstrated excellent in vivo stability within the time of the acquisition.
MicroPET—magnetic resonance imaging showed excretion pathways similar to moxestrol,
and molecular modeling was also performed to evaluate the potential ability of this
conjugate to bind estrogen receptors a. Thus, being both synthetically and biologically
suitable, this strategy clears the path to potential novel biotracers for preclinical PET

imaging.

Article : Last-Step Pd-Mediated [C]CO Labeling of a Moxestrol-Conjugated o-
lodobenzyl Alcohol : From Model Experiments to in Vivo Positron Emission Tomography
Studies

T. Cornilleau, M. Simonsen, M. Vang, N. Taib-Maamar, J. Dessolin, H. Audrain,* P.
Hermange,* E. Fouquet,* Bioconjugate Chem. 2017, 28, 2887-2894
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Etude de ’impact du cholestérol sur les propriétés conformationnelles du récepteur
CCRS — projet de collaboration (Isabel Alves, CBMN, Pessac)

Résumé

The chemokine CCR5 receptor is target of maraviroc, a negative allosteric modulator of
CCR5 that blocks the HIV protein gpl20 from associating with the receptor, thereby
inhibiting virus cellular entry. As noted with other GPCRs members, the role of the lipid
environment in CCR5 signaling remains obscure and very modestly investigated.
Controversial literature on the impact of cholesterol depletion in HIV infection and CCR5
signaling, including the hypothesis that cholesterol depletion could inhibit HIV infection, lead

us to focus on the understanding of cholesterol impact in the first stages of receptor activation.

Avrticle : Cholesterol impacts chemokine CCR5 receptor ligand binding activity

Pierre Calmet, Christophe Cullin, Sandra Cortés, Maylou Vang, Nada Caudy, Rim Baccouch,
Jean Dessolin, Nada Taib Maamar, Sophie Lecomte, Bruno Tillier, Isabel D. Alves, FEBS

J. 2019
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