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Chapitre 1

Introduction

La protéine FKBP12 est une enzyme formée de 107 résidus d’acides aminés principalement
retrouvée dans le cytosol et qui catalyse des réactions d’isomérisation cis-trans des liaisons co-
valentes formées entre un résidu d’acide aminé et un résidu proline (sa structure est représentée
sur la figure 1.1 (A)). De nombreuses études ont montré que cette protéine régule également
I’activité de partenaires protéiques dans le cytosol, partenaires étant considérés comme les li-
gands naturels de FKBP12. Par exemple, FKBP12 est connue pour se lier au récepteur TGF-£3
de type I afin de prévenir une activation prématurée par des récepteurs TGF-3 de type II [1].
FKBP12 joue un autre role cellulaire en se liant aux récepteurs ryanodine [2] et IP3 [3] afin
de réguler le flux de Ca?" a travers les canaux de ces récepteurs. La protéine FKBP12 tire
son nom d’un de ses principaux inhibiteurs de haute-affinité, FK506 un métabolite d’origine
bactérienne, et de sa masse moléculaire de 12 kDa (FK506 binding protein). Le ligand FK506
se lie fortement a FKBP12 avec une constante d’inhibition de 1’activité isomérase de 0,6 nM
[4]. La rapamycine, un autre métabolite d’origine bactérienne, est un autre ligand de haute af-
finité (K; = 0,3 nM) [4]. Dans les cellules de mammiferes, la rapamycine se lie a FKBP12
pour former un complexe ternaire qui inhibe la protéine kinase mTOR [5]. La sur-activation de
mTOR étant associée a la croissance tumorale, cette inhibition déclenchée par la rapamycine
ou par un de ces analogues structuraux est considérée comme une approche thérapeutique pro-
metteuse dans les traitements anti-cancéreux [6]. Dans les lymphocytes T, le complexe ternaire
FKBP12-rapamycine-mTOR permet de réduire la prolifération de ces lymphocytes [7]. De ma-

nicre similaire a la rapamycine, le ligand FK506 se lie a FKBP12 dans les lymphocytes T et
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permet I’ association avec une autre protéine, la calcineurine, un composant de la cascade signa-
1étique conduisant a la transcription du géne de la cytokine IL-2. Cette cytokine, en se liant a
son récepteur a la surface des lymphocytes T, contribue a la prolifération des lymphocytes T [8].
Rapamycine et FK506 sont dits immunosuppresseurs car leur domaine dit effecteur (montré sur
la figure 1.1 (B)) permet I’association du complexe binaire FKBP12-ligand avec une autre pro-
téine en bloquant la cascade signalétique a partir du récepteur de IL-2 pour le premier et en
empéchant la prolifération des lymphocytes T en inhibant la voie de transcription de IL.-2 pour
le second. Ces propriétés immunosuppressives de la rapamycine et de FK506 sont actuellement
utilisées dans les traitements anti-rejet suite a des greffes [9, 10]. Dans le cerveau, le niveau
d’expression de FKBP12 est beaucoup plus important que dans les tissus immunitaires et, dans
les neurones, le complexe FKBP12-FK506 a été associé a des propriétés neuroprotectrices [11].
Des propriétés régénératrices de nerfs sont également induites par FK506 ou par des analogues
et celles-ci impliquent FKBP12 et I’'isoforme FKBP52 dont le domaine N-terminal de fixation a
FK506 est tres similaire en séquence et en structure a FKBP12 (55% d’homologie de séquence
avec FKBP12) [12]. Beaucoup d’efforts sont consacrés a la recherche d’analogues de FK506
qui possedent des activités neurotrophes et/ou neuroprotectrices mais dépourvus de 1’activité
immunosuppressive associée, en terme structural, a la partie effectrice du ligand. Ces molécules
sont prometteuses pour le développement de traitement de maladies neurodégénératives telles
que les maladies de Parkinson et d’ Alzheimer. Le ligand 8, dont la structure est présentée sur la
figure 1.1 (C), est un exemple de ligand dépourvu de propriétés immunosuppressives.

Le développement de ligands pour FKBP12 représente donc un intérét majeur. Une dif-
ficulté provient cependant du fait que, pour une molécule donnée, il n’existe aucune relation
claire entre sa structure et sa capacité de liaison a FKBP12. Afin de tenter de répondre a ce
probleéme, nous avons étudié deux complexes formés par FKBP12, I'un avec le ligand 8 dont
I’affinité est mesurée par une constante d’inhibition de I’activité isomérase de 10 nM, 1’autre
avec le ligand 308 pour lequel la constante de dissociation est estimée a 40 fois celle de la rapa-
mycine (déterminée entre 0,2 et 0,35 nM [13, 14]), soit entre 8 et 14 nM [15] (figure 1.1 (C)).
Ces deux ligands sont de plus structuralement différents. Au lieu de s’intéresser a la structure
et a la dynamique des complexes formés a partir de ces ligands, cette étude vise a caractéri-

ser un intermédiaire de complexation. Cet intermédiaire précede la formation du complexe et
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FIGURE 1.1 — (A) Structure de la protéine FKBP12 représentée avec sa surface et ses structures
secondaires en différentes couleurs. Les surfaces des résidus formant les cavités principale et
latérale sont respectivement colorées en bleu clair et en marron clair. Ces cavités sont principa-
lement formées respectivement par les résidus Tyr26, Phe36, Asp37, Phe46, Val55, Ile56, Trp59
et Phe99, et Tyr82, His87, 11e90 et [1e91. La chaine latérale du résidu Trp59 formant le fond de
la cavité principale est également représentée. (B) Structures des ligands FK506 et rapamycine.
Ces deux ligands partagent un domaine de complexation a FKBP12 dont les groupements et
les structures sont similaires et présentent deux domaines effecteurs distincts. Aprés complexa-
tion du ligand a FKBP12, la partie effectrice du ligand contribue a la formation d’un complexe
ternaire avec d’autres partenaires protéiques (la calineurine et mTOR pour respectivement les
complexes FKBP12-FK506 et FKBP12-rapamycine). (C) Structure des ligands 8 et 308. Le

ceeur de chacun de ces deux ligands est indiqué ainsi que les parties périphériques pour 8.
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FIGURE 1.2 — Structure des ligands 5 et 7. Les constantes d’inhibition de I’activité isomérase
de FKBP12 déterminées par Holt et al. pour ces deux ligands sont respectivement de 110 et 250

nM [17].

constitue I’aboutissement d’une premiere étape de recherche des premiers contacts intermolé-
culaires entre les deux partenaires. Dans cet état intermédiaire, nous faisons 1’hypothese que
les interactions a courte distance pourraient jouer un role déterminant dans la reconnaissance
et/ou I’affinité entre partenaires moléculaires [16]. L’analyse de 1’état intermédiaire pourrait en
particulier fournir des informations sur les caractéristiques structurales des ligands 8 et 308 qui
permettent d’expliquer leur affinité pour cette protéine.

Deux observations réalisées a propos de FKBP12 et de ses différents ligands connus nous ont
conduits a rechercher un intermédiaire de complexation. La premiere observation est I’absence
de relation entre les structures de ces ligands et leur affinit¢é mesurée pour FKBP12. Consi-
dérons d’abord la partie de cceur retrouvée dans la plupart de ces ligands, allant de 1I’atome
Ol a la liaison C904 du ligand 8 sur la figure 1.1 (C). Cette partie est systématiquement la
plus enfouie dans le site de fixation. Ces parties de coeur dans les complexes respectifs sont
quasi-superposables et forment ainsi les mémes contacts avec la protéine dans la structure cris-
tallographique (45 contacts pour 8¢). Les autres parties périphériques ne forment souvent que
peu de contacts avec la protéine (12 contacts pour 8) mais leur incidence sur 1’affinité semble
étre déterminante. En effet, la comparaison des valeurs de constante d’affinité de quelques li-
gands proches structuralement de 8 indique que I’affinité est plus faible lorsqu’une de ces trois

parties périphériques (Phl, Ph2 et iPe) est manquante [19, 17]. La modification d’une de ces

a. Les contacts formés entre le ligand 8 et FKBP12 ont été observés sur la structure cristallographique du
complexe FKBP12-8 d’une résolution de 2 A déposée dans la Protein Data Bank (PDB) [18] sous le code 1FKG.

www.pdb.org
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parties entraine également d’importantes conséquences sur les valeurs de constante d’affinité.
Une illustration est donnée avec les différences entre les K; mesurés pour les ligands S et 8 d’une
part, et entre les ligands 7 et 8 d’autre part (figures 1.1 (C) et 1.2). Bien que la structure cristal-
lographique du complexe formé entre 5 et FKBP12 ne soit pas disponible, Lamb et Jorgensen
ont conclu de leurs calculs de perturbation de 1’énergie libre par simulations Monte Carlo que
5 se liait a FKBP12 de maniere similaire a 8 [20]. Concernant le ligand 7, sans aucun calcul
ou structure expérimentale disponible, il est raisonnable de penser que son mode de liaison a
la protéine serait également similaire a celui de 8. Leur mode de liaison étant le méme, les dif-
férences constatées entre K; apparaissent alors surprenantes puisque le groupement Ph2, dans
la structure cristallographique de 8, est orienté vers I’extérieur du site de fixation de FKBP12
et ne fait aucun contact avec la protéine (les plus courtes distances de contact sont trouvées a
4,5 A avec les atomes Glu54-O et His87-N<?) [17, 19]. Holt et al. [17] ont attribué la différence
entre K; des ligands 5 et 8 a une interaction intramoléculaire formée par la partie Ph2 de 8. Ce-
pendant, ce simple contact ne peut expliquer de manicre satisfaisante la différence importante
mesurée pour les K.

Afin de tenter d’expliquer cette différence, 1’aspect dynamique des ligands a également été
examiné a partir des calculs de simulations moléculaires de complexes entre FKBP12 et plu-
sieurs de ses ligands [20, 21, 22]. En comparant les ligands S et 8, Lamb et Jorgensen ont
montré que la perte de contacts hydrophobes occasionnée par la suppression de la partie Ph2
peut expliquer la différence d’affinité (dans les simulations, les atomes de la protéine Glu54-0,
His87-N2 et Tyr82-O" forment des contacts avec la partie Ph2) [20]. Wang et al. ont repro-
duit avec précision les énergies libres de complexation entre FKBP12 et une série de ligands
analogues au ligand 8 [21]. Leur étude souligne le fait que I’énergie libre de complexation est
dominée par la contribution de contacts hydrophobes mais aussi par la pénalité entropique due
a la perte des degrés de liberté de translation, de rotation et de conformation des ligands. Par
ailleurs, concernant les contacts hydrophobes, Yang et al. ont montré par mutagénese dirigée
que ce type de contact réalisé par le ligand ne semblent en réalité pas étre la cause principale
permettant d’expliquer son affinité [23]. Les auteurs ont congu une petite cavité a la position
occupée par Phe36 grace au mutant F36V de FKBP12. Différents ligands ont été synthétisés

portant des groupements susceptibles de « remplir » cette cavité et ainsi augmenter la surface
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de contact intermoléculaire. Les résultats montrent que 1’affinité n’est pas liée a la complémen-
tarité entre la protéine et son ligand, i.e. au nombre de contacts hydrophobes. Ainsi, les travaux
présentés ci-dessus permettent de comprendre (i) que I’entropie du ligand contribue de maniere
importante a 1’énergie libre de complexation et (ii) qu’il est en conséquence difficile d’établir
une relation entre la structure et I’affinité pour les ligands de cette protéine.

Les ligands de haute affinité (de 1’ordre du nanomolaire) de FKBP12 peuvent différer uni-
quement par leurs parties périphériques, comme indiqué précédemment, mais également par
leur partie de cceur. Par exemple, le cycle central trouvé dans la partie de cceur de ces ligands
peut étre un cycle pipécolinyle [23], un cycle pyrrolidinyle [20], ou un cycle thiazane [24]. Dans
d’autres ligands qui se lient a FKBP12 ou a ses isoformes en favorisant la croissance neuritique
(toutes les isoformes partagent un domaine de complexation a FK506 hautement conservé), des
formes alkyles ouvertes telles qu un groupement propyle par exemple remplacent le cycle cen-
tral [25]. Dans d’autres, la fonction a-dicétone du coeur est remplacée par un groupement sulfo-
nyle [24], ou réduite a une simple fonction cétone [23]. Une difficulté est donc de comprendre
comment des ligands dont les parties de coeur different autant peuvent se lier a la protéine avec
une grande affinité. En d’autres termes, il faudrait pouvoir clarifier les relations entre structure
et activité pour les parties de cceur mais aussi pour les parties périphériques des ligands. Le but
de cette étude est d’élucider les déterminants structuraux des ligands 8 et 308 de FKBP12 qui
expliquent leur affinité pour cette protéine grace a la caractérisation d’un état intermédiaire sur
leurs chemins de complexation respectifs.

Avant de présenter 1’approche choisie pour tenter de résoudre ces questions, il est d’abord
nécessaire de considérer la deuxieéme observation réalisée a partir des complexes formés par
FKBP12, laquelle a également motivé cette étude et qui est li€e a la structure du site de fixation
de la protéine. Dans la structure native du complexe FKBP12-8 (nommé SC1 par la suite ; code
PDB 1FKG), le ligand 8 est largement enfoui dans le site de fixation avec seulement 30% de sa
surface exposée au solvant [17]. Le cycle pipecolinyle (C2N7 sur la figure 1.1 (C)) est enfoui
dans une profonde cavité et fait face au noyau indole du résidu Trp59 (figure 1.1 (A)). La partie
isopentyle (iPe sur la figure 1.1 (C)) repose dans une cavité adjacente formée par les chaines
latérales des résidus Tyr82, His87, I1e90 et Ile91 appartenant a une boucle appelée 80 (figure

1.1 (A)); le groupement méthyle du C13 plonge dans cette petite cavité adjacente. D’apres ces
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observations, un mécanisme de complexation en une étape entre le ligand 8 et une structure
rigide de FKBP12 et qui nécessiterait le positionnement simultané du cycle pipecolinyle et du
C13 dans leur cavité respective correspondrait a une entropie d’activation trés importante entre
I’état de libre diffusion des deux partenaires et I’état de transition de complexation. Cette im-
portante entropie d’activation pourrait cependant étre contrebalancée par un terme enthalpique
d’activation favorable, dii a des interactions, de méme que par un gain entropique associée a la
désolvatation probablement partielle des parties hydrophobes du ligand dans cet état de transi-
tion; dans ce cas précis, la protéine étant rigide son entropie ne peut intervenir dans la com-
pensation de I’entropie d’activation. Dans cet état de transition, le pré-positionnement favorable
du ligand conduirait ensuite au complexe final par diminution de 1’énergie libre grace, notam-
ment, a ’augmentation du nombre de contacts intermoléculaires. Un autre scénario pour cette
complexation, toujours dans le cas d’une protéine rigide, consisterait en 1’insertion du cycle
pipécolinyle avant le groupement méthyle du C13 ou inversement. Mais le mécanisme s’ effec-
tuerait alors vraisemblablement en deux étapes avec apparition d’un état intermédiaire borné
par deux états de transition dont les franchissements seraient moins fortement pénalisés par les
contributions d’entropie d’activation qui seraient réparties sur les deux énergies d’activation. Ce
scénario est proche des résultats de la récente étude de Lapelosa et al. utilisant la dynamique
moléculaire \-hopping Hamiltonian parallel replica exchange ou les répliques de simulation
different par la valeur A qui contr6le la force des interactions protéine-ligand (la limite A = 0
représentant le systeme dans lequel les atomes sont traversés par d’autres sans géne stérique
occasionnée) [26]. Dans ces simulations, il est a noter que la flexibilité du squelette de FKBP12
est restreinte a un déplacement de 4 A autour de sa position de référence. Dans 1’état inter-
médiaire trouvé, le ligand 8 forme une seule des deux liaisons hydrogenes du complexe final,
une rotation autour de la liaison C1-C2 permet ensuite de s’affranchir des contraintes stériques
restantes et de former la deuxieéme liaison hydrogéne dans le complexe final. Il faut préciser
que ce chemin de complexation en deux étapes est « alchimique » étant donné les interactions
non-physiques dans les répliques (atomes en traversant d’autres) qui ont pour but de diminuer
les génes stériques. Cependant, pour le ligand de plus grande taille FK506, les auteurs indiquent
que la tres haute barriere de complexation ne peut étre franchie lorsque la conformation de la

protéine et en particulier celle de la boucle 80 reste restreinte, et ceci méme pour des valeurs
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de \ faibles [26]. Zacharias a réalisé des calculs de docking (complexation a I’aide d’un logi-
ciel) du ligand FK506 sur une conformation rigide de FKBP12 calculée comme conformation
moyenne a partir de simulations [27]. L’auteur n’a pas pu identifier dans un premier temps de
géométrie pour le complexe qui soit proche de celle expérimentale en raison de géne stérique.
Dans une deuxieme tentative de complexation ou la relaxation de la protéine était permise, une
déformation importante de la boucle 80 a permis de faciliter I’acces aux cavités dans le site de
fixation et d’obtenir une structure proche de la structure expérimentale. Ainsi la flexibilité de
la protéine apportée par la boucle 80 pourrait faciliter la complexation a FKBP12 de ligand tel
que FK506 ou de dérivé comme le ligand 8. Cette hypothese est également étayée par une étude
comparative entre la structure expérimentale de FKBP12-FK506 et celle de I’apoprotéine dans
laquelle les auteurs ont conclu que, durant la complexation, la boucle 80 doit se déplacer comme
un ensemble rigide avec, en particulier, les résidus His87 et 11e90 qui doivent subir des dépla-
cements importants [28]. Une étude RMN sur FKBP12 isolée a montré que la boucle 80 était
tres mobile, spécialement dans la région entre les résidus Tyr82 a 11e90 [29]. D’autres études
RMN indiquent également que cette boucle dans I’apoprotéine balaye au moins deux confor-
mations [30]. Les travaux ci-dessus mentionnés suggerent donc que, durant la complexation, la
boucle 80 subit des transitions conformationnelles afin de faciliter I’entrée du ligand dans le site
de fixation en réduisant les génes stériques.

Les évenements successifs tels que le déplacement de la boucle 80, la formation des pre-
miers contacts avec le ligand, et la formation du complexe final pourrait se dérouler en une
seule étape, tous les évenements intervenant de maniere concertée (réaction (1) ci-dessous).
Cependant, ces éveénements pourraient également intervenir en deux étapes avec la formation
d’un intermédiaire de complexation comme premier évenement dans lequel la boucle 80 aurait
déja subi un déplacement. Cet état intermédiaire apparaissant sur le chemin de complexation
des deux partenaires conduirait 2 un mécanisme d’association en deux étapes permettant de fa-
ciliter I’acces au site de complexation en réduisant a la fois les génes stériques et la pénalité
entropique, comme discuté ci-dessus (réaction (3) ci-dessous). Notre approche a donc consisté
a localiser tout d’abord un état intermédiaire sur la surface d’énergie libre de FKBP12 pour
chacun des ligands 8 et 308. En quelque sorte, ce processus de complexation en deux étapes

ressemblerait a ceux observés expérimentalement par Mittag et al. pour deux phosphopeptides



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

qui se lient a2 un mutant du domaine N-terminal SH2 de PI3-K [31]. Pour chaque phosphopep-
tide, ces auteurs ont montré I’existence d’un état intermédiaire sur le chemin de complexation
et dont le temps de vie est 1ié a I’affinité de la protéine pour le ligand : plus I’affinité est élevée,
plus le temps de vie de 1’état intermédiaire est long. Dans ce cas, nous pouvons faire 1’hypo-
theése que la constante de vitesse k£_; de I’équation (3) diminue lorsque le temps de vie de 1’état
intermédiaire augmente. Les auteurs ont également souligné que de tels états intermédiaires
pourraient étre plus largement retrouvés dans d’autres systemes protéine-ligand. Une étude ci-
nétique de 1’association entre protéines a permis de relier la diminution de 1’affinité entre Ras
et un domaine de liaison Ras de Raf avec I’augmentation de la constante de vitesse ks [32].
Gréce a un algorithme, Schreiber et al. ont pu prédire les variations d’affinité de 1’inhibiteur
BLIP pour TEM1 (-lactamase. Les auteurs ont trouvé que la mutation de résidus chargés de
BLIP augmente la constante de vitesse k,,, conduisant a des constantes d’association K, plus

élevées, ce qui a également été vérifié expérimentalement.

P4 L == pL, (1)
kogys
K, = [PL]/([P][L]) = kon/koss  (2)
P4+L—p... L =2 pL 3)
k_1 k—2
ik
by = —12 4
kot + ko (4)
ki ks
foorp = 12 5
1 k_1+ ko (5)

Dans notre approche, il s’agit de tenter de rationaliser I’affinité d’un ligand pour la protéine
FKBP12 sur la base de facteurs structuraux et dynamiques d’un état intermédiaire, facteurs
qui auraient une influence sur au moins une des constantes de vitesses de 1’équation (3) et par
conséquent également sur k,,, et/ou k,;. Pour chaque ligand, nous avons analysé cet état inter-
médiaire avec pour objectif de proposer une explication aux roles joués par les parties de coeur
et périphériques de ces ligands dans la stabilité de cet intermédiaire, stabilité qui lorsqu’elle
augmente contribue a diminuer la constante de vitesse k_; dans le processus (3). La diminution
de k_, entraine alors une augmentation de k,,, et donc aussi de K, (équations (4) et (2)). Ainsi,

comme pour les états trouvés par Mittag et al. [31], la stabilité d’un tel état pourrait étre liée aux
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propriétés de complexation des ligands. Les analyses de ces états intermédiaires pourraient éga-
lement permettre de proposer une explication a la diversité des structures de la partie de coeur
des ligands de haute affinité. Dans cette étude, les analyses sont basées sur les caractéristiques
structurales des états intermédiaires.

Afin de localiser ces états intermédiaires, la dynamique moléculaire de Langevin (LD) [33]
et le modele analytique Effective Energy Function 1 (EEF1) [34] pour les calculs de 1’énergie
libre de solvatation ont été combinés. Comme premiere étape de recherche de ces états intermé-
diaires, le protocole de simulation LD/EEF1 a été testé afin de vérifier sa capacité a reproduire
précisément les caractéristiques des structures cristallographiques des complexes FKBP12-8 et
FKBP12-308 (codes PDB respectifs 1FKG et 1J4I). Afin de comparer les résultats issus de ces
simulations avec des résultats dérivés de simulations effectuées avec un modele de solvatation
explicite, la technique Stochastic Boundary molecular Dynamics (SBD) [35] a été utilisée en
immergeant les complexes protéine-ligand dans une sphere de molécules d’eau. Apres cette pre-
miere étape de validation, des simulations LD/EEF1 ont été réalisées afin de « décomplexer »
le ligand de la protéine, c’est-a-dire les éloigner. Dans ce but, une force externe a été introduite
afin d’expulser le ligand hors du site de fixation de FKBP12. La force a introduire est choisie la
plus faible possible car la perturbation introduite dans le systeme doit rester faible ; cependant,
la force appliquée doit également permettre de séparer le ligand de la protéine dans un intervalle
de temps raisonnable. La méthode Biased Molecular Dynamics (BMD) [36] a été utilisée dans
ce but et un protocole spécifique a été développé. Une fois les états intermédiaires localisés par
les simulations LD/EEF1 avec la force introduite par la méthode BMD, des structures repré-
sentatives de ces états ont été utilisées dans un protocole d’affinement utilisant les simulations
SBD. Il n’est en effet pas recommandé d’utiliser un modele de solvatation explicite (SBD par
exemple) pour 1’étape de « décomplexation » du ligand en raison notamment de 1’incompati-
bilité entre le temps de relaxation important des molécules d’eau et les forces d’expulsion du
ligand qui sont appliquées [37]. Toutefois, 1’utilisation subséquente lors de 1’étape d’affinement
de I’état intermédiaire d’une représentation explicite du solvant grace aux simulations SBD est
nécessaire pour trois raisons : (i) permettre d’augmenter la stabilité des états intermédiaires
localisés lors des simulations LD, (ii) affiner les résultats puisque le modele de solvatation ex-

plicite fournit une description plus réaliste du systeme, et (iii) éliminer dans certains cas des
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

états qui peuvent apparaitre comme des états intermédiaires a I’étape des simulations LD mais
qui s’averent instables en simulations SBD. Les détails de cette procédure et son application a
la recherche d’états intermédiaires formés au cours du processus de complexation du ligand 8
avec FKBP12 ont été publiés dans la revue Journal of Chemical Theory and Computation [38].

I1 convient également de préciser que les conclusions tirées des analyses des états intermé-
diaires reposent sur I’hypothese que les résultats obtenus pour ces expériences de « décomplexa-
tion » sont valables pour le processus inverse. Comme indiqué dans de précédentes études [37],
cette hypothese est valable lorsque le chemin de « décomplexation » est exploré dans des condi-
tions de quasi-équilibre, conditions supposées remplies pour le protocole adopté dans lequel le
solvant est représenté de maniere implicite et les forces introduites pour 1’expulsion du ligand
restent faibles.

Dans le chapitre Méthodologie suivant, les méthodes de simulations moléculaires et de chi-
mie quantique utilisées sont présentées. Dans le troisieme chapitre, une version détaillée de la
procédure de développement des nouveaux parametres pour représenter les ligands 8 et 308
avec le champ de force CHARMM?22 est fournie. Une étape préalable a la recherche des états
intermédiaires a été de valider le protocole de simulation utilisant un modele de solvatation
implicite. Cette étape de validation est I’objet du quatrieme chapitre. Cette étape a permis éga-
lement de récolter des données a partir des simulations pour les complexes natifs qui ont servi a
la comparaison avec celles issues des simulations pour les états intermédiaires. La procédure de
recherche des états intermédiaires ainsi que leurs caractéristiques structurales seront discutées
dans le cinquieme chapitre. Le sixieéme chapitre est I’objet d’une discussion sur les caractéris-
tiques des états intermédiaires et leur relation possible avec 1’affinité mesurée des ligands. Enfin,

une conclusion générale est proposée.
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Chapitre 2

Méthodologie

Dans ce chapitre, les différentes méthodes utilisées pour simuler les complexes FKBP12-

ligand 8 et FKBP12-ligand 308 sont présentées.

1. Simulation de dynamique moléculaire

Pour les complexes FKBP12-ligand 8 et FKBP12-ligand 308, des simulations de dynamique
moléculaire ont été réalisées afin de (1) stabiliser 1’état complexé, (ii) expulser le ligand du site
de fixation et (iii) stabiliser I’état intermédiaire (voir les chapitres 4 p. 73 et 5 p. 119). Afin d’ef-
fectuer ces simulations moléculaires, il est nécessaire d’utiliser un ensemble d’équations et de
parametres. Cet ensemble, appelé champ de force, permet de calculer de maniere simplifiée les
contributions des forces issues de la mécanique classique [39, 40]. La connaissance de 1’action

de ces forces sur chaque atome permet de simuler la dynamique du systeme.

1.1. Les champs de force

Les champs de force utilisés en dynamique moléculaire correspondent a des combinaisons
d’expressions mathématiques et de parametres empiriques qui servent a calculer de maniere
simplifiée les contributions énergétiques associées aux atomes d’un systeme moléculaire. En
général, les champs de force utilisent un découpage de 1’énergie potentielle en deux types prin-
cipaux : I'un correspondant aux contributions covalentes (Eineractions lices)> 1’ autre aux contribu-

tions non covalentes (Eiyeractions non-lices)- A partir des formules 2.1a-c, il apparait que les deux
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CHAPITRE 2. METHODOLOGIE

groupes qui décomposent 1’énergie potentielle E sont également subdivisés en plusieurs termes.
E = Einteractions liées 1 Einteractions non-liées (213)

avec .
Einteractions liées — Eliaisons covalentes T Eangles de valence 1 EUrey—Brad]ey + Eangles diedres 1 Eang]es diédres impropres

(2.1b)

Einteractions non-liées — L¥van der Waals + Eélectrostatiques (210)

Contribution des liaisons covalentes et des angles de valence De maniére simplifiée, les
fluctuations des distances de liaison covalente ainsi que celles des angles de valence autour de
leurs valeurs de référence s’apparentent aux mouvements décrits par des oscillateurs harmo-
niques. Ces fluctuations sont donc communément modélisées par des systemes a ressort [40].
L’énergie associée a ces systemes peut étre calculée d’apres les équations 2.2 et 2.3. Ces équa-
tions comprennent un parametre représentant la valeur d’équilibre obtenue lorqu’aucune force
n’est appliquée (distance ry et angle Og) et une constante de force K, qui modélise 1I’amplitude

des fluctuations autour de la valeur d’équilibre “.

liaisons covalentes

Eliaisons covalentes — Z 5 Kr (T - TO)Q (22)
angles de valence 1
Eangles de valence — Z §K®(@ - 6())2 (23)

Le terme d’Urey-Bradley Dans certains champs de force comme ceux développés dans le
programme CHARMM [41], un terme supplémentaire, appelé€ terme d’Urey-Bradley (Eurey-pradiey) [42],
est utilisé. Le terme d’Urey-Bradley est notamment utilisé dans le champ de force CHARMM?22
pour ajouter une contrainte de distance entre deux atomes séparés par deux liaisons covalentes.

Ce terme permet de tenir compte du couplage entre les vibrations des angles de valence et celles
des deux liaisons covalentes associées a cet angle [43]. Ce terme est seulement utilisé pour
des angles de valence particuliers [41]. Par exemple, pour un atome hybridé sp?, les trois liai-
sons covalentes qui I’entourent doivent rester dans un méme plan. Ce plan est ainsi contraint
par I’utilisation de termes d’Urey-Bradley. La forme de ce terme est similaire a celle décrite

précédememnt pour Ejisisons covalentes €t Eangles de valence- L€ parametre U By représente la distance

a. 1l est important pour la suite de noter que, dans le champ de force CHARMM?22, la fraction % est intégrée

dans la valeur du parametre K, ou du parametre Ko .
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CHAPITRE 2. METHODOLOGIE

d’équilibre séparant les atomes participant a I’angle de valence mais qui ne sont pas liées de

maniere covalente. Le parametre K correspond a la constante de force (voir équation 2.4).

angles de valence particuliers

EUrey—Bradley = Z KUB(UB - UBO)2 (24)

Contribution des angles diedres classiques Les angles diedres classiques correspondent a
la rotation autour d’une liaison covalente, €galement appelée torsion. Le terme Egpgies disdres NE
représente pas un processus physique. I1 est utilisé pour compenser les contributions des autres
termes, notamment, mais pas seulement, 1’énergie de van der Waals entre deux atomes séparés
par trois liaisons covalentes, au profil énergétique de torsion. Par exemple, le profil de torsion
pour le butane est décrit par plusieurs termes Egpgies diedres d€ manie€re a obtenir une valeur mi-
nimale locale de I’énergie pour une conformation décalée et une valeur maximale locale pour
une conformation éclipsée. L’énergie de torsion liée a la rotation autour d’une liaison covalente
est modélisée par une fonction périodique dont la plus simple expression est présentée dans

I’équation 2.5.

angles diddres
Eangles disdres = Z Kg(1 4 cos(n® — ¢)) (2.5)

Lutilisation de la fonction cosinus permet d’obtenir des profils énergétiques périodiques, i.e.
présentant plusieurs valeurs d’angle diedre classique qui correspondent a des valeurs minimales
locales de I’énergie”. Le parametre n, appelé multiplicité ou périodicité de la rotation, est lié
au nombre de minima énergétique par périodicité. Le parametre o, appelé phase, permet de
définir les valeurs d’angle diedre pour lesquelles le terme Fypgles disdres €5t minimal. Les valeurs
du parametre o permettant d’obtenir une énergie minimale pour une valeur d’angle ®, choisie
peuvent tre calculés par la formule 6 = nx®,—180, d’apres 1’équation 2.5. Par exemple, dans le
cas ol aucune autre contribution n’est considérée, des valeurs de 2 et 180° respectivement pour
les parametres n et ¢ correspond a un profil énergétique qui présente deux minima énergétiques
pour les valeurs d’angle ¢ de 0° et 180°. L’allure du profil entre O et 180° est identique a
celle observée entre 180 et 360°. Une constante de force K¢ est utilisée afin de représenter les
hauteurs des barrieres énergétiques séparant les minima. Ce parametre permet donc de limiter

la possibilité de rotation autour d’une liaison covalente. Afin d’améliorer la modélisation de

b. La fonction cosinus étant périodique sur 360° (cos(x) € [—1; 1]), pour obtenir une énergie positive ou nulle,

il est nécessaire d’ajouter la valeur 1 aux résultats obtenus par la fonction cosinus.
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I’énergie qui résulte de la rotation autour d’une liaison covalente, il est souvent utile d’étendre
le terme E,pngies dgicares €N Utilisant une série de Fourier. Sans 1’aide de ces séries, il est souvent
impossible de représenter les profils énergétiques les plus complexes (voir sous-section 2.4.3.
p. 55). Par exemple, pour la rotation autour de la liaison covalente formée entre les deux atomes
centraux du butane, deux expressions doivent étre combinées pour définir le terme Eqygies dicdres-
Une des expressions possede une périodicité de 2 et une phase de 180°, I’autre une périodicité de
3 et une phase de 0°. La combinaison de ces deux expressions permet d’augmenter les énergies
correspondant aux conformations décalées gauche et droite afin d’obtenir le profil énergétique
attendu pour cette rotation dans le butane. De plus, le terme Engies gicares €tant principalement
utilisé pour compenser les contributions énergétiques des autres termes (notamment le terme
Evan der waals)s 11 €st possible de trouver des termes pour lesquels la valeur de la constante de force

K¢ est négative (voir sous-section 2.4.3. p. 55).

Contribution des angles diedres impropres L’angle diedre impropre représente la possibilité
pour la position d’un quatrieme atome D lié a I’atome central B d’un angle de valence ABC de
dévier par rapport au plan (ABC). L utilité principale du terme Fyngies disdres impropres €St d€ contro-
ler la planéité de certaines parties telles que les liaisons peptidiques ou les systemes 7. La forme
de ce terme (voir équation 2.6) est inspirée de celle décrite précédemment pour FEjizisons covalentes
et Fangles de valence aVEC le parametre ¢ permettant de représenter la valeur de 1’angle correspon-
dant a la géométrie d’équilibre et la constante de force Kj,,, qui limite la déviation par rapport
a cette valeur d’angle .

angles diedres impropres

1
Eangles diedres impropres — Z 5 Kimp (¢ - ¢0 ) 2 (26)

L’énergie électrostatique Le terme Fgjecirostatique (VOIr équation 2.7) est I’énergie associée a la

force de Coulomb [44].
couples d’atomes non-liés

4iq;
Eélectrostatique = E - (27)
. N .. 471'607“1‘]'
paire d’atomes ij

c¢. Comme précédemment, dans le champ de force CHARMM?22, la fraction % est intégrée dans la valeur du

parametre K.
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Afin de calculer I’énergie d’interaction entre deux atomes 1 et j, Egecirostaiique ti€nt compte
des charges partielles g; et ¢; de ces deux atomes ainsi que de la distance r;; séparant ces deux

atomes. La constante ¢, représente la valeur de la permittivité du vide.

L’énergie de van der Waals Le terme de van der Waals F.,, ger waals permet de représenter
I’énergie associée aux forces de dispersion de London [40] (partie attractive en —7%6 de I’éner-
gie) et principalement a la répulsion interélectronique due au principe d’exclusion de Pauli [45]
(partie répulsive en 7%2). De part sa double composition (parties attractive/répulsive), le terme
Elvan der waals €St représenté par un potentiel de Lennard-Jones 6-12 [46]. Ce terme, présenté dans
I’équation 2.8, comporte une partie attractive (partie élevée a la puissance 6) et une partie répul-

sive (partie élevée a la puissance 12).

couples d’atomes non-liés

Evan der Waals — Z 62‘]’[( L )12 - 2(—’J)6] (28)

'I"Z'j rij

paire d’atomes ij

Le parametre ¢;;, appelé parametre de Lennard-Jones, est dépendant des types atomiques de
i et de j (voir ci-dessous et sous-section 1.1.1.) et définit la valeur absolue du minimum énergé-
tique pour I'interaction de van der Waals entre les atomes 1 et j. Le parametre R,y ;;, appelé
rayon du ceeur répulsif, définit la distance de séparation entre les atomes i et j pour laquelle
I’énergie de van der Waals est minimale. Lorsque r;; prend la valeur R2,,;, ;;, les forces répul-
sives et attractives s’annulent ce qui entraine [y, ger waals = —€;5. En général, les parametres
du terme FEy,, ger waals pour les différentes paires d’atomes sont obtenus a partir des regles de

combinaison de Lorentz-Berthelot [47, 48] :

€ij = \/€i * € (2.9a)

Riinii = (Ruinyi + Romin,j)/2 (2.9b)

En fait, les parametres du terme Ey,;, dger waas € sOnt pas déterminés pour des couples d’atomes
mais pour des types atomiques individuels (e.g., un carbone hybridé sp? est traité différemment
d’un carbone hybridé sp?). Pour cette raison, lors du développement d’un champ de force, il
est nécessaire de créer différents types atomiques qui permettront de définir des parametres

spécifiques pour chacun de ces types atomiques (voir sous-section 2.1.1. p. 37).
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1.2. Méthodes de simulation de dynamique moléculaire

L’ensemble des simulations de dynamique moléculaire présentée dans cette étude ont été
réalisées en utilisant le programme CHARMM [41] avec ’algorithme d’intégration des équa-
tions newtoniennes du mouvement leapfrog [49] et un pas de temps d’une femtoseconde (fs).
Afin d’utiliser un pas de temps d’une femtoseconde, les distances des liaisons covalentes for-
mées avec des atomes d’hydrogene ont été fixées a leurs valeurs de référence () en utilisant
I’algorithme SHAKE [50]. Les contraintes appliquées par SHAKE permettent d’éliminer les
fluctuations de ces liaisons covalentes qui interviennent a des fréquences €levées, i.e. dans des
temps tres courts (~0,5 fs). En utilisant SHAKE, 1’énergie correspondant aux liaisons covalentes
formées avec des atomes d’hydrogene n’intervient pas dans 1’énergie finale.

Parfois, il est nécessaire d’appliquer d’autres types de contraintes afin de fixer ou restreindre
les positions des atomes ou les distances séparant deux atomes non-liés. Dans le programme
CHARMM, la commande FIX permet de fixer la position des atomes en utilisant des constantes
de force élevées. Pour restreindre les fluctuations autour d’une valeur de référence pour les
distances séparant deux atomes non-liés, les contraintes de type NOE sont utilisées par le pro-
gramme CHARMM. Ces contraintes permettent de définir les valeurs minimale et maximale
acceptées pour la distance de séparation. Pour les contraintes NOE appliquées dans cette étude,
les valeurs des parametres KMIN, KMAX et FMAX sont respectivement égales a 100, 100 et
500 kcal/mol/AZ.

Lors des simulations de dynamique moléculaire, deux représentations du solvant peuvent
étre utilisées : représentation implicite et représentation explicite. Contrairement a la représen-
tation explicite, dans une représentation implicite du solvant, les molécules d’eau ne sont pas
incluses dans le systeme. Cette représentation implicite permet de tenir compte de certains ef-
fets relatifs au solvant (e.g., effet d’écran des charges atomiques et/ou friction entre soluté et
solvant) tout en diminuant, en général, les temps de calcul nécessaires. Pour la représentation
explicite du solvant, il est possible de diminuer les temps de calcul en limitant le nombre de
molécules d’eau incluses dans le systeme.

Certains processus biologiques interviennent dans des intervalles de temps non accessibles
par les méthodes classiques de simulation. I1 est parfois nécessaire d’introduire une force dans le

systeme afin de simuler ces processus biologiques dans des temps de calcul raisonnables. Dans
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les sous-sections suivantes, les méthodes de simulation utilisées dans cette étude employant une
solvatation implicite ou explicite et celles permettant d’introduire une force dans le systeme

sont décrites.

1.2.1. Simulations de dynamique moléculaire Langevin, LD

Afin de diminuer la mobilité des atomes et de représenter plus précisément les effets du
solvant, I’équation newtonienne du mouvement [39, 40] peut étre remplacée par 1’équation de

Langevin (équation 2.10) [33].

d iﬁt - . -

La force F; est calculée 2 partir de I’équation générale du potentiel énergétique par la rela-
tion : F’Z = —B%V(r_i, 75, ...,7n) avec (11,73, ...,y ) les coordonnées cartésiennes des atomes i
a N. Le parametre ~; correspond au coefficient de friction de la particule 1 tandis que le vecteur
ﬁi(t) représente la fonction aléatoire de fluctuation du soluté modélisant la collision avec le
solvant. En fait, la fonction aléatoire est utilisée afin de compenser la perte énergétique due au
phénomene de friction. Tandis que la force de friction dissipe 1’énergie du systeme, la fonction
aléatoire fournie une énergie additionelle au systeme ¢. Ce phénomene est appelé théoreme de
fluctuation-dissipation [52] et traduit la relation existante entre -; et ﬁl (t) permettant de mainte-
nir la température du systeme constante. Du fait de ce phénomene, les dynamiques de Langevin

possedent donc un thermostat intégré.

Effective Energy Function 1 (EEF1) Afin de tenir compte des effets du solvant sur les inter-
actions atomiques, dans cette étude, les simulations de dynamique de Langevin sont combinées
a un modele de représentation de 1’énergie libre de solvatation appelé Effective Energy Func-
tion 1 (EEF1) [34]. Ce modele est basé sur I’hypothese que 1’énergie libre de solvatation d’une
molécule correspond a la somme des contributions des groupes qui la constituent (déterminées

a partir de fragments modeles) a laquelle se soustrait la perte de solvatation due a I’exclusion

d. Ainsi, le seul parametre de 1’équation de Langevin qui peut étre ajusté correspond a ~y;. Plus la valeur du
parametre y; tend vers z€ro, plus la simulation de dynamique de Langevin se rapproche d’une simulation de dyna-
mique moléculaire classique. Il est également important de noter que la valeur optimale du coefficient de friction
peut dépendre du modele de solvatation utilisé et, pour certains modeles, une valeur élevée peut permettre d’obtenir

des résultats plus en accord avec les données expérimentales [S51].
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du solvant. L'utilisation de ce modele permet de diminuer considérablement les temps de calcul
tout en tenant compte des effets du solvant sur les interactions (temps de calcul de seulement 50
% plus long que pour des simulations effectuées dans le vide). Cependant, ce modele ne permet
pas directement de faire écran aux charges atomiques comme le feraient des molécules d’eau.
Toutefois, cet effet d’écran peut étre approximé par I'utilisation combinée d’un parametre di-
électrique variable et de charges réduites pour les groupes ionisés. Dans le modele EEF1, une
constante diélectrique linéairement dépendante de la distance (RDIE, € = r) a été choisie afin
d’altérer le moins possible les liaisons hydrogenes formées par des atomes séparés par une faible
distance tout en faisant écran aux charges des groupes intervenant a plus grandes distances. En
effet, pour des interactions a faible distance, RDIE est équivalent a ¢ = 1 alors que les inter-
actions a moyenne et longue portée (généralement électrostatiques) sont diminuées de maniere
significative par I’emploi de RDIE.

Le modele EEF1 a été développé en utilisant le champ de force CHARMM 19 mais les déve-
loppeurs de cette méthode ont également fourni des parametres définis pour I’emploi de EEF1
avec le champ de force CHARMM?22 comme utilisé dans cette étude. En revanche, une erreur a
été décelée au niveau du fichier de topologie utilisé avec EEF1 pour les acide aminés. En effet,
en cohérence avec I’esprit de la méthode EEF]1, les résidus ionisés doivent se retrouver avec une
charge globale nulle or le résidu GLYP (représentant une glycine en position N-terminale ; ce
qui est le cas dans FKBP12) possede une charge globale de 1. Cette charge globale a donc été
neutralisée en ajustant les charges partielles portées par les différents atomes : I’atome N porte
une charge de —0,6 e au lieu de —0,3 e, les atomes d’hydrogeéne qui lui sont liés portent des
charges de 0,20 e au lieu de 0,33 e tandis que les charges de I’atome C et des atomes d’hy-
drogene liés sont nulles alors qu’elles étaient respectivement égales a 0,09 e et 0,13 e dans la
version originale du fichier de topologie. En se basant sur les résultats des simulations LD/EEF1
préliminaires, d’autres ajustements de cette méthode EEF1 ont été nécessaires et seront discutés

dans la sous-section 1.2.1. p. 79.
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1.2.2. Simulations de dynamique moléculaire aux limites stochastiques ou

Stochastic Boundary Molecular Dynamics, SBD

La méthode Stochastic Boundary molecular Dynamics (SBD) [53, 35] a été imaginée dans
le but de limiter le nombre de molécules du solvant contenues dans le systeme pour des simula-
tions d’un processus localisé dans 1’espace, ne faisant intervenir qu’une partie du systéme [54].
Cette méthode est particulierement intéressante pour I’étude précise d’une région spécifique
d’un systeme comme par exemple le site d’interaction protéine-ligand. Elle permet, lors des
calculs, de ne pas prendre en compte la plupart des atomes n’intervenant pas directement dans
le phénomene étudié. Elle est également tres utile pour vérifier I'importance de certaines mo-
lécules d’eau dans la structure d’une protéine ou d’un complexe sans avoir a inclure de nom-
breuses molécules n’ayant pas la méme importance. La méthode SBD a été maintes fois utilisée
pour I’étude de systemes biologiques et il a ét€ montré qu’elle permet une description correcte
des mouvements et interactions intervenant au niveau du site actif [55].

La méthode SBD repose sur un découpage du systeme en trois régions : réaction, tampon
et réservoir (voir figure 2.1). Les atomes de la région de réaction sont soumis a une dynamique
classique sans contrainte tandis que les mouvements de ceux de la région tampon sont régis par
I’équation de Langevin (équation 2.10) ¢. La région réservoir entoure la zone d’interaction (ré-
gions tampon et de réaction) et fournit un champ de force statique ou les atomes sont contraints,
ce qui permet de maintenir les propriétés d’équilibre des atomes de cette zone. Des molécules
d’eau’ sont incluses seulement dans la zone d’interaction et peuvent diffuser librement entre
les régions de réaction et tampon [35]. Afin d’éviter I’apparition de problemes liés aux effets
de bord, il est nécessaire de définir avec précaution les parties du systeme contenues dans les

différentes régions.

e. Lespace entre les régions de réaction et tampon doit étre assez faible afin d’éviter d’avoir a utiliser un

modele de thermostat sophistiqué.
f. Pour les simulations SBD, la version de CHARMM du modele de molécules d’eau TIP3P a été utilisée [41].
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FIGURE 2.1 — Représentation du découpage du systeme lors des simulations SBD.

1.2.3. Simulations de dynamique moléculaire modifiées par ajout d’une

force ou Biased Molecular Dynamics, BMD

Les processus biologiques d’intérét, comme la formation/dissociation de complexe dans les
conditions physiologiques, sont associés a des barrieres énergétiques relativement élevées. Par
conséquent, ils surviennent sur des intervalles de temps de la milliseconde a la seconde, voire
la minute [56]. Comme ces intervalles de temps ne sont pas accessibles par des simulations
de dynamique moléculaire classique, la force quadratique supplémentaire dépendante du temps
implémentée dans la méthode Biased Molecular Dynamics (BMD) [36, 37] est introduite afin
d’expulser le ligand du site de fixation de la protéine. Dans cette méthode la force dépend
du changement d’une coordonnée de réaction (RC) choisie et est introduite dans le systeme
seulement lorsque cette coordonnée de réaction diminue. Contrairement aux autres méthodes,
le temps de décomplexation est aléatoire puisque la force n’est pas introduite continuellement,
comme attendu lors d’une décomplexation naturelle [37]. De plus, I'introduction de la force im-
plémentée dans la méthode BMD permet d’obtenir une décomplexation qui intervient a travers
de mécanismes similaires a ceux observés lors de la décomplexation naturelle, tel que démontré

dans 1’étude de Curcio et al. [57].
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2. Calculs de chimie quantique

Afin de déterminer des parametres pour les ligands 8 et 308 dans le champ de force CHARMM?22,
des calculs ab initio ont été nécessaires pour obtenir les parametres de référence. Pour le ligand
8, tous les calculs ab initio, i.e. HF/3-21G*, HF/6-31G* et MP2/6-31G*//HF/6-31G*, ont été
effectués en utilisant le programme Gaussian03 [58], tandis que pour le ligand 308, les pro-
grammes Gaussian03 et GAMESS-US [59] ont été utilisés afin de comparer les résultats obte-
nus avec ces deux programmes. Afin de construire les fichiers d’entrée nécessaires aux calculs
ab initio, le programme MOLDEN [60] a été utilisé.

Afin de déterminer les contributions des interactions électroniques a courte distance dans
I’état intermédiaire, des calculs d’orbitales moléculaires ont été effectués avec 1’hamiltonien
PMS5 du programme MOZYME disponible dans la version commerciale de MOPAC (MO-
PAC2006) [61]. Afin de diminuer les temps de calcul, les molécules d’eau ont été remplacées

par I’approche continue COSMO [62] en utilisant une constante diélectrique de 78,4.
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Chapitre 3

Paramétrisation du champ de
force CHARMM?22

Au cours du développement des champs de force actuels, de nombreux parametres ont été
définis afin de modéliser les molécules ayant un grand intérét biologique, telles que les pro-
téines, les acides nucléiques, certains lipides et certains sucres. Cependant, Pranata et Jorgensen
ont indiqué qu’une des difficultés majeures de la simulation des complexes protéine-ligand ré-
side dans 1’absence de parametres pour la plupart des ligands, notamment ceux qui sont synthé-
tiques [63]. Afin de surmonter cette difficulté, des outils accessibles en ligne permettent d’ob-
tenir automatiquement, pour de nouvelles molécules, des parametres compatibles avec ceux
développés pour les champs de force utilisés avec le programme CHARMM [64]“. Cependant,
les développeurs des champs de force conseillent de définir et optimiser des parametres pour,
i.e. paramétrer, de nouvelles molécules en utilisant une expertise humaine.

Afin d’obtenir manuellement des parametres pour de nouvelles molécules qui soient com-
patibles avec le champ de force CHARMM?22, il est nécessaire de suivre une approche iden-
tique a celle employée par les développeurs de ce champ de force. De maniere générale, la
méme procédure est utilisée pour le développement des champs de force classiques. Donc, bien
que par la suite les procédures détaillées soient tirées de la paramétrisation du champ de force
CHARMM?22, les étapes principales restent valables pour la plupart des champs de force clas-

siques actuels.

a. www.swissparam.ch/
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CHAPITRE 3. PARAMETRISATION DU CHAMP DE FORCE CHARMM?22

1. Procédure générale de paramétrisation du champ
de force CHARMM?22

La procédure de paramétrisation d’une nouvelle molécule dans un champ de force se déroule
en quatre étapes principales (voir figure 3.1).

La premicere étape de la paramétrisation correspond a la recherche des parametres manquants
pour la molécule dans le champ de force CHARMM?22. Par exemple, dans la molécule M de la
figure 3.1 qui n’a pas été paramétrée dans CHARMM?22, il est possible de trouver des groupes
qui possedent des correspondances avec une partie d’une molécule déja paramétrée. Lors du
développement de CHARMM?22, les développeurs ont favorisé la possibilité d’utiliser pour le
groupe d’atomes CH,SH des parametres déja existants tels que ceux de la chaine latérale de la
cystéine, ceci au détriment de la précision de ces parametres pour la molécule M entiere. Ainsi,
il est possible de diminuer le nombre de parametres a déterminer en utilisant de telles correspon-
dances entre groupes d’atomes. En revanche, la partie HCOCO de la molécule M ne présente
aucune correspondance avec une partie d’une molécule déja paramétrée dans CHARMM?22. 1l
est donc nécessaire de déterminer de nouveaux parametres pour cette partie.

Cette premiere étape de la paramétrisation conduit a définir des molécules modeles telles
que D de la figure 3.1 qui vont représenter les parties pour lesquelles des correspondances ne
peuvent étre trouvées. Ces molécules modeles correspondent a des fragments de la molécule de
départ dont les parties manquantes sont remplacées par des atomes d’hydrogene ou des grou-
pements méthyle (voir figure 3.1). Cette fragmentation s’effectue de sorte a minimiser la taille
des molécules modeles. En fait, plus la taille de la molécule modele est importante, plus il est
difficile d’obtenir des données expérimentales pour I’ensemble de la molécule ou d’effectuer
des calculs ab initio dans des temps raisonnables (ceux-ci dépendant également des ressources
disponibles). Toutefois, selon le niveau de précision souhaité, cette fragmentation ne doit pas se
faire au détriment du respect de I’environnement chimique autour des parties pour lesquelles les
parametres doivent étre déterminés. Par exemple pour la molécule M, en utilisant la fragmen-
tation présentée sur la figure 3.1, il n’est pas nécessaire de déterminer de nouveaux parametres
pour le terme Eiyeractions lices pOUr la partie CH,-SH, du fait de la correspondance de ce groupe

d’atomes avec la chaine latérale de la cystéine. Toutefois, I’environnement chimique du grou-
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1. Recherche des parametres a déterminer
— Recherche de correspondance

— Définition de molécules modeles

2. Initialisation des nouveaux parametres
— Assignation des types atomiques

— Attribution des valeurs initiales par analogie

3. Détermination des parametres de référence

— Calculs au niveau ab initio ou mesures sur la structure cristallographique

4. Optimisation des nouveaux parametres
— Optimisation des parametres des termes non-liés

— Optimisation des parametres des termes liés

Molécule modéle D

1) types O
O O 2) ﬁ tﬁ
Il
H—C—C — [CH2— SH type HA H—C—C —CH,

esC types
I e CAet HA

|

3 4 iste dans
a paramétrer exl valeurs des paramétres n, & et ¢
CHARMM22 du terme E pour la
I:Cy'S;l angle dikdre
rotation autour de C-C
initialisées 2 0

2 A 4 Al
H—C¥C —CH, H—CE¥C —CH,
scan optimisé ab initio (HF) scan optimisé en mécanique
de la rotation moléculaire (MM) de la rotation

récupération du profil énergétique HF

ajustement des paramétres
par correspondance des
profils énergétiques HF/MM

récupération du profil énergétique MM

FIGURE 3.1 — Résumé des étapes a suivre lors de la définition de nouveaux parametres dans

CHARMM?22 et exemple pour la paramétrisation de la rotation autour de la liaison C-C du

[B-mercapto-a-céto-propanal (appelé par la suite molécule M).
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pement CH, est différent dans les deux molécules M et Cys. Cette différence d’environnement
chimique a une incidence importante sur les charges partielles des atomes de ce groupement. En
effet, dans le cas de M, le groupement CH, est lié a une fonction dicétone (électro-attractrice)
tandis que dans la cystéine, le groupement CHj est 1ié a un atome de carbone 1ié a deux autres
atomes de carbone et un atome d’hydrogene. Ainsi, afin d’obtenir une meilleure précision pour
les charges partielles des atomes de M, il est important d’utiliser la molécule entiere afin de
déterminer ces charges.

A T’issue de la paramétrisation, les différentes molécules modeles sont fusionnées afin de
former la molécule entiere [65]. Les parametres obtenus sont donc parfois ajustés afin de conser-
ver une cohérence entre les molécules modeles et la molécule enticre. Par exemple, le groupe-
ment méthyle de la molécule modele D de la figure 3.1 possede un atome d’hydrogene qui
remplace le groupement thiol de 1a molécule M. Afin d’obtenir des parametres pour 1’angle di-
edre de rotation entre les deux groupements carbonyle dans D, la charge partielle de cet atome
d’hydrogene est fixée a la valeur correspondant a la somme des charges du groupement thiol

issues des parametres connus pour la cystéine.

La deuxieme étape correspond a I’initialisation des nouveaux parametres. Dans le pro-
gramme CHARMM, afin de définir une molécule, il est nécessaire d’avoir un fichier qui contienne
les informations topologiques de cette molécule telles que les types atomiques, leurs charges
partielles ainsi que leurs connectivités. Ce fichier peut également contenir des informations sur
les groupes d’atomes qui sont accepteurs ou donneurs de liaisons hydrogenes. Par exemple,
pour la molécule M, le fichier de topologie contient les types atomiques présentés sur la figure
3.1 avec les charges partielles de ces atomes. Puis, une description complete de la connectivité
des atomes est donnée en précisant que les atomes C et O sont liés par une double liaison. De
plus, les atomes d’oxygene de la fonction dicétone sont définis comme des accepteurs de liaison
hydrogene alors que le groupement thiol est décrit comme donneur de liaison hydrogene. En
revanche, le fichier de topologie d’une molécule ne permet pas de décrire les conformations
possibles pour cette molécule. Ces conformations dépendent de 1’énergie qui est dérivée du
champ de force (voir sous-section 1.1. p. 13). Cette énergie est calculée a partir des parametres
qui sont contenus dans un fichier spécifique. Pour les molécules modeles a paramétrer telles que

D, les valeurs de certains parametres du champ de force (le plus souvent r(, O, n, 9, ¢o, K,
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@;) ne sont pas connues.

Pour I'initialisation des valeurs des parametres a optimiser, une maniere rapide est d’utiliser
une valeur contenue dans le champ de force pour un groupement approximativement équivalent,
méme si les environnements chimiques different. Par exemple, pour initialiser les valeurs des
charges partielles des atomes de la fonction dicétone de M, il est possible d’utiliser les para-
metres définis pour le groupement carbonyle de la liaison peptidique. Une autre possibilité pour
la sélection des valeurs initiales des parametres a optimiser est d’utiliser les valeurs expérimen-
tales ou calculées ab initio (la méthode dépendant du type de parametre). Ce type d’initialisation
des parametres est surtout utilisé pour les charges partielles atomiques et pour les parametres 7,
Oy et ¢y. Par exemple, il est possible d’initialiser les valeurs des charges partielles atomiques a
optimiser en utilisant celles obtenues par une analyse de population de Mulliken [66] réalisée

sur la molécule modele dont la géométrie aura auparavant été optimisée au niveau ab initio (vide

infra).

La troisieme étape correspond a la détermination des parametres de référence. Ces para-
metres de référence peuvent étre de deux natures en fonction des parametres qui doivent étre
optimisés : soit ils proviennent de données expérimentales, soit ils sont calculés ab initio. Des
exemples de parametres de référence sont données dans le tableau 1 de la référence [67]. Les
parametres de référence utilisés dans cette étude correspondent soit a des valeurs tirées des
structures cristallographiques, soit a des données obtenues par des calculs ab initio, effectués
principalement avec le niveau de théorie Hartree-Fock [68] et la base d’orbitales atomiques
6-31G* [69] (notée HF/6-31G* ou également HF/6-31G(d) ; pour plus d’informations sur les
calculs ab initio voir les références [68, 40]). Ces parametres de référence seront détaillées dans

la section 2. p. 35.

La quatrieme étape de la paramétrisation, qui se rapporte a 1I’optimisation des parametres

utilisés dans le champ de force, est présentée dans la sous-section suivante.
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1.1. Procédure d’optimisation des nouveaux parametres pour
CHARMM22

La procédure d’optimisation, décrite par MacKerell [67], est un processus itératif qui né-
cessite la vérification de tous les parametres apres modification de I'un d’entre eux. Lors de
la procédure d’optimisation, les parametres du champ de force sont ajustés de maniere a ob-
tenir une convergence des données obtenues par mécanique moléculaire (MM) vers celles de
référence. Différents criteres de convergence sont utilisés et dépendent du parametre optimisé
(criteres présentés dans les sous-section suivantes).

Les procédures d’optimisation de chaque parametre ainsi que les criteres de convergence

sont ensuite détaillés.

1.1.1. Optimisation des parametres de FEj,¢eractions non-liées

Apres I’obtention des géométries initale et de référence pour les molécules modeles, les
premiers parametres a étre optimisés sont ceux des termes Fay der waals €6 Filectrostatiques- C€S pa-
rametres sont toujours les premiers a €tre optimisés. Les méthodes utilisées pour optimiser les
charges partielles atomiques et les parametres de van der Waals sont présentées ci-dessous ac-

compagnées des criteres de convergence usuels.

Paramétrisation des charges partielles atomiques Afin d’optimiser les valeurs des charges
partielles atomiques, deux méthodes sont principalement utilisées [67, 65]. La méthode uti-
lisée dans cette étude repose sur la reproduction en mécanique moléculaire des énergies et
distances d’interaction calculées en HF/6-31G* entre une molécule modele et une molécule
d’eau [70, 71]. Pour générer ces énergies d’interaction en HF/6-31G* et en mécanique molé-
culaire (MM)), il est nécessaire de placer une molécule d’eau en interaction avec 1’atome dont
la charge partielle doit étre paramétrée respectivement dans la géométrie de référence et dans

la géométrie minimisée . L optimisation de chaque charge partielle atomique étant associée a

b. La géométrie de référence d’une molécule modele, utilisée pour déterminer les charges partielles atomiques,
correspond a la géométrie de cette molécule optimisée par des calculs ab initio (le plus souvent par la méthode
HF/6-31G*). Pour les calculs de mécanique moléculaire nécessaires a I’optimisation des charges, la géométrie
utilisée correspond a une géométrie de la molécule modele optimisée par minimisation de 1’énergie dérivée du

champ de force (appelée géométrie minimisée ici).
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I’utilisation d’une molécule d’eau placée en acceptrice ou en donneuse de liaison hydrogene
ainsi que I’illustre la figure 3.2 qui supperpose deux exemples d’un tel placement. Apres le
placement initial de la molécule d’eau (d;itq1), ’énergie d’interaction HF/6-31G* entre la mo-
lécule d’eau et la molécule modele est calculée pour chaque valeur de distance de séparation
comprise dans un intervalle choisi. Les géométries de la molécule modele et de la molécule
d’eau ne sont pas optimisées durant ces calculs, un scan dit rigide de 1’énergie d’interaction est
réalisé. A partir du modele moléculaire équivalent construit en MM, il s’agit ensuite de repro-
duire la courbe d’énergie d’interaction HF/6-31G* ¢, plus particulierement les valeurs d’énergie
et de distance associées au minimum de cette courbe [67].

Afin de pouvoir étre utilisé comme profils de référence, les valeurs obtenues par des cal-
culs HF/6-31G* doivent étre corrigées. Premierement, les valeurs d’énergie obtenues pour les
especes non chargées doivent étre multipliées par un facteur de 1,16%. Ce facteur est utilisé
pour compenser 1’absence de traitement spécifique de la polarisation et conserver un équi-
libre entre les interactions soluté-solvant et solvant-solvant lors de I’utilisation du modele d’eau
TIP3P [67]¢. Deuxiemement, pour I’interaction entre la molécule d’eau et un site polaire ne
portant pas de charge nette, la distance de séparation associ€e a une €nergie minimale (dopsimai)
est diminuée de 0,20 A. Cette diminution permet de reproduire correctement les propriétés du
solvant pur [73] et de tenir compte du manque de traitement explicite de la polarisation ainsi

que de I’absence du traitement de la force attractive de dispersion dans la méthode HF [74].

Dans la procédure d’ajustement en MM des charges du modele moléculaire a partir des
courbes issues des scans rigides HF/6-31G* et dont les valeurs d,ptimar €t Eyiy, ont été corrigées
des facteurs précédents, les criteres de convergence entre les deux séries de valeurs qui ont été

choisis correspondent a des différences entre les énergies d’interaction HF/6-31G* et MM d’au

c. De ce fait, il est essentiel que le placement de la molécule d’eau soit équivalent pour les deux géométries afin
de pouvoir comparer les énergies d’interaction. Pour cela, il est important d’obtenir des géométries minimisées qui

sont équivalentes aux géométries de référence pour les molécules modeles.
d. Ce facteur est égal au rapport entre 1’énergie d’interaction entre deux molécules d’eau obtenue en utilisant le

champ de force CHARMM22 avec le modele de molécule d’eau TIP3P et la méme énergie calculée par la méthode

HF/6-31G*.
e. Pour la paramétrisation du champ de force CHARMM?22, le modele TIP3P [72] a été choisi afin de repré-

senter une molécule d’eau.
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FIGURE 3.2 — Molécule modele du ligand 8 utilisée pour la paramétrisation des charges par-
tielles des atomes représentés. Deux exemples de placement des molécules d’eau sont repré-
sentés. A gauche, le déplacement de la molécule d’eau permet d’effectuer les calculs d’énergie
d’interaction conduisant a la paramétrisation des charges partielles pour les atomes 8-H22 et
8-C15 (passage de dp22—0H2,initial VETS dH22—0H?2, final PAr incrément de distance de 0,05 A). A
droite, le déplacement de la molécule d’eau permet d’effectuer les calculs d’énergie d’interac-
tion conduisant a la paramétrisation des charges partielles des atomes 8-O2 et 8-C1 (passage de

do2—H1initial VETS doa—H1, fina PAr incrément de distance de 0,02 A).
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plus 0,2 kcal/mol et entre les distances d,ptimqa HF/6-31G* et MM d’au plus 0,1 A [73]. Pour
accélérer le processus d’optimisation des charges partielles atomiques, il est important de noter
que I’énergie d’interaction dépend de la charge partielle de I’atome paramétré mais également de
celles de ces atomes voisins qui ont un effet sur les énergies d’interaction calculées, les forces
électrostatiques agissant a des distances élevées. Il est donc essentiel d’optimiser de maniere
concertée les charges partielles des atomes qui sont directement en interaction avec la molécule
d’eau et également des atomes dont ils sont proches, notamment ceux auxquels ils sont liés (e.g.,

les atomes 8-H22 et 8-C15 sur la figure 3.2).

Parametres de van der Waals Les paramétres de van der Waals (¢;; et R,,,;,, ;;) sont les plus
difficiles a optimiser. Cependant, dans la plupart des cas, I'utilisation de correspondance avec
des atomes dont les parametres sont déja inclus dans le champ de force permet d’obtenir des ré-
sultats satisfaisants. De plus, il est assez rare de trouver des molécules pour lesquelles il n’existe
aucune similarité de type atomique avec ceux déja paramétrés (e.g., atome de carbone alipha-
tique, aromatique, atome d’oxygene d’un groupement carbonyle, efc). Pour cette raison, les
méthodes permettant d’optimiser ces parametres n’ont pas été utilisées dans notre étude. Ce-

pendant, des présentations détaillées peuvent étre trouvées dans la littérature [75, 76].

1.1.2. Optimisation deS paramétres de Einteractions liées

Les paramétres utilisés dans les termes Eliaisons covalentes» Eangles de valence» EUrey-Bradley’ Eangles diedres
et Langles diedres impropres (€quations 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 et 2.6 pp. 14-16) sont découpés en deux types.
Le premier type correspond aux valeurs obtenues pour un état d’équilibre (obtenues lorsqu’au-
cune force n’est appliquée ; o, ©g, U By, net d, et ¢g). Les valeurs optimisées de ces parametres
sont souvent obtenues a partir des valeurs mesurées soit sur la molécule modele ou la molécule
entiere optimisée en HF/6-31G*, soit sur la molécule entiere caractérisée expérimentalement.
Le deuxieme type regroupe les constantes de force qui contrdlent les fluctuations autour des
valeurs d’équilibre (K, Ko, Ky, et K;,,) ou participent aux barrieres énergétiques qui sont
associées a des rotations autour d’une liaison covalente et qui séparent les conformations d’éner-
gie minimale (K,). Lors de la paramétrisation, les parametres K¢ sont ceux qui sont optimisés

avec le plus d’attention.

32



CHAPITRE 3. PARAMETRISATION DU CHAMP DE FORCE CHARMM?22

Optimisation des parametres pour les liaisons covalentes et les angles de valence L’ opti-
misation des parametres utilisés pour les liaisons covalentes et les angles de valence est en gé-
néral basée sur la reproduction de spectres vibrationnels [77]. Cependant, la plupart des valeurs
de K,, K¢ et K;,, ont été obtenues par analogie et les parametres d’équilibre 7, ©y et U B,
ont été définies par analogies ou mesurées sur la géométrie optimisée du ligand en HF/6-31G*.
Toutefois, dans notre étude, lorsque des parametres ont dii €tre optimisés pour deux angles de
valence du ligand 308 (voir sous-section 2.4.2. p. 54), des scans ont été effectués afin de calculer
I’énergie potentielle en fonction de la variation d’un angle de valence. Pour les parametres des
angles de valence de 308, les valeurs d’équilibre O, ont d’abord optimisées puis les constantes

de force K¢ ont été ajustées.

Paramétrisation des angles diédres Les angles diedres sont découpés en deux types princi-
paux : les angles diedres classiques et les angles diedres impropres (voir sous-section 1.1. p. 13).

La paramétrisation de ces deux types d’angle diedre repose donc sur deux concepts différents.

Paramétrisation des angles diedres classiques Afin d’optimiser les parametres du terme
Fangles dizdres» 11 €st nécessaire de générer des scans optimisés des angles diedres classiques a
la fois par calculs HF/6-31G* et MM. Ces scans optimisés correspondent a une optimisation
complete de la structure du modele utilisé apres chaque incrément de la valeur fixée de I’angle
diedre de rotation autour de la liaison a paramétrer. A 1’issue de chaque optimisation de la molé-
cule modele pour des valeurs d’angle comprises dans un intervalle choisi, une valeur d’énergie
potentielle est obtenue ce qui permet de tracer un profil d’énergie de conformation en fonction
de I’angle’.

Les parametres du terme Eypgies diedres SONt Optimisés en reproduisant en MM le profil d’éner-
gie de conformation HF/6-31G*. Afin de commencer I’ optimisation des parametres pour Fyngles diedres
les valeurs initiales de phase et de multiplicité (respectivement ¢ et n ; équation 2.5 p. 15) doivent
étre assignées aux valeurs apropriées au type de liaison covalente autour de laquelle la rotation
s’effectue. De plus, pour faciliter et accélérer I’optimisation, il est nécessaire au départ de n’uti-
liser qu’un seul terme pour Ejpgies diedres (VOIr la possibilité d’amélioration de ce terme par des

séries de Fourier dans la sous-section 1.1. p. 15).

f. Bien qu’en général il soit nécessaire d’effectuer la rotation autour d’une liaison covalente sur 360°, pour les

parties présentant une symétrie de rotation il est possible de limiter cette rotation sur 90 ou 180°
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Comme précisé par les développeurs des champs de force et dans d’autres études [65, 73],
les rotations autour des liaisons covalentes formées entre les différentes sous-parties utilisées
lors du découpage du ligand en molécules modeles doivent Etre traitées avec une tres grande

attention.

Paramétrisation des angles diedres impropres Afin d’optimiser les parametres du terme
Fangles dizdres impropres» 1a méme méthode que celle décrite précédemment pour les parametres du
terme Fyngles de valence UL Etre utilisé. Toutefois, en regle générale, la recherche de correspon-
dance entre les molécules a paramétrer et celles déja paramétrées dans le champ de force conduit

a I’utilisation de parametres pré-existants.

Il est important de noter qu’a I’issue de 1’optimisation d’un parametre, chaque parametre est
testé a nouveau afin de vérifier que les criteres de convergence sont toujours satisfaits. Dans le
cas contraire, les parametres sont de nouveau optimisés jusqu’a obtenir la convergence souhai-
tée. Apres satisfaction de I’ensemble des criteres de convergence, les parametres sont considérés
comme optimisés. Toutefois, il est possible que les criteres de convergence choisis ou encore
les molécules modeles choisies ne permettent pas d’obtenir des parametres optimaux pour la
molécule entiere. Afin de vérifier que les parametres sont optimaux, une optimisation par mi-
nimisation de 1’énergie ainsi que des simulations de dynamique moléculaire de la molécule
entiere sont effectuées en utilisant les parametres définis. Si les données obtenues apres cette
optimisation et ces simulations sont équivalentes aux données de référence disponibles pour la
molécule (e.g., optimisation HF/6-31G* de la molécule et balayage des valeurs d’angle diedre
correspondant aux profils énergétiques), alors les parametres sont optimaux. Sinon, les criteres
de convergence doivent étre ajustés ou des molécules modeles de taille plus importante doivent
étre considérées et une nouvelle procédure d’optimisation doit étre effectuée afin d’améliorer
la précision des parametres a déterminer. La nouvelle procédure d’optimisation commence en
utilisant comme valeurs initiales pour les parametres les valeurs qui ont été précédemment déter-
minés. Ainsi, moins d’itérations sont nécessaires lors de cette nouvelle procédure d’optimisation

afin d’atteindre la convergence vers les parametres géométriques de référence.
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2. Paramétrisation du champ de force CHARMM22

pour les ligands 8 et 308

Les ligands 8 et 308 (figure 3.3) comportent des parties pour lesquelles les parametres néces-
saires aux calculs de I’énergie potentielle sont manquants dans le champ de force CHARMM?22 ¢.
Afin de pouvoir étudier les complexes FKBP12-8 et FKBP12-308, il a donc été nécessaire de
paramétrer, i.e. définir et optimiser, ces deux ligands en utilisant la procédure décrite par Fo-
loppe et MacKerell [79, 67] et détaillée dans le chapitre précédent.

Dans ce chapitre, le choix des molécules modeles utilisées pour définir les nouveaux para-
metres est commenté, puis la définition des parametres est décrite. Ensuite, les résultats de la
procédure d’optimisation de ces parametres sont présentés pour chaque type de contribution a
I’énergie potentielle (voir sous-section 1.1. p. 13). Enfin, les résultats des tests de minimisation
énergétique qui ont permis de controler les géométries des ligands paramétrés sont analysés afin

de valider les nouveaux parametres.

2.1. Recherche des parametres a déterminer pour les ligands
8 et 308

Dans un premier temps, des équivalences ont été recherchées pour les atomes, les liaisons
covalentes, les angles de valence, les angles diedre et chaque partie du ligand afin de limiter le
nombre de parametres a optimiser.

L’ observation des structures des ligands 8 et 308 permet de faire ressortir un découpage en
quatre parties de chaque ligand (figure 3.3). Ces deux ligands possedent une partie centrale,

appelée coeur et trois parties périphériques. Pour le ligand 8, les parties périphériques corres-

g. Pour le ligand 8, des parametres utilisables avec CHARMM?22 peuvent étre trouvés dans la Ligand-Protein
DataBase (LPDB) [78]. Toutefois, ces parametres sont issus d’une assignation automatique des parametres de 8.
Ces parametres sont a priori peu fiables puisque lorsqu’ils sont utilisés intégralement, nous avons pu voir qu’ils
ne permettaient pas d’obtenir des simulations du complexe FKBP12-8 en accord avec les données expérimentales.
Toutefois, dans certains cas ces parametres ont servi soit a compléter, soit a se substituer aux parametres pré-
définis dans CHARMM?22 lorsque ceux-ci semblaient inapropriés, soit de parametres initiaux pour la définition

des nouveaux parametres
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c27

_ C26
c29 '

j \\C18 C17
c21 -

FIGURE 3.3 — Découpage des structures des ligands 8 et 308 en quatre parties. Les parties des
ligands 8 et 308 entourées par la méme couleur sont équivalentes lors d’un alignement des deux

ligands.
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pondent a Phl par une chaine aliphatique, Ph2 et iPe ou pour le ligand 308, a Ethe, iBu et Tol ",
A partir de ces découpages, des correspondances apparaissent entre les parties périphériques et
des molécules déja paramétrées dans CHARMM22. Par exemple, la partie iBu de 308 corres-
pond a la chaine latérale de la leucine (figure 3.4 B). Les correspondances trouvées pour les
deux ligands sont présentées sur la figure 3.4. Pour la partie de cceur, il est possible de voir que
les correspondances ne sont pas aussi directes que pour les parties périphériques. De méme,
pour la partie iPe de 8 la correspondance n’est pas exacte (figure 3.4 A). Ainsi, il est nécessaire
d’expliquer les raisons qui nous ont conduits a utiliser malgré tout ces correspondances ou a

nous en inspirer pour certains parametres, notamment les parametres des termes Fyay der Waals»

Eliaisons covalentes» Eangle de valence €t EUrey—Bradley-

2.1.1. Parametres pour Fya, der Waals

Les ligands 8 et 308 (figure 3.4) ne posseédent que six atomes (respectivement 8-C9, 8-C10
et 8-C15, et 308-N7, 308-S8 et 308-C17) n’ayant pas de correspondance de type atomique dans
CHARMM22. Pour les autres atomes de 8 et 308, les parametres ¢; et R,,,;,,; (équation 2.8 p.
17) ont été copiés sur les parametres des types atomiques déja existants. Lors de 1’optimisa-
tion des parametres de Fiperactions lies, afin d’éviter de modifier des parametres pré-existants dans
CHARMM?22, il a parfois été nécessaire de définir de nouveaux types atomiques méme lorsque
les correspondances sont satisfaisantes (ceci permet notamment d’éviter des conflits lors de la
paramétrisation des angles diedres). Les nouveaux types atomiques définis pour les deux ligands
ainsi que leurs correspondances avec les types atomiques déja présents dans CHARMM?22 sont
décrits dans le tableau p. 196 en Annexes. Les types atomiques des atomes 8-C9, 8-C10, 8-C15,
308-N7, 308-S8 et 308-C17 se trouvent parmi ces nouveaux types atomiques. Les correspon-
dances choisies pour les parametres du terme Fy,y, ger waais d€ c€s six atomes sont expliquées par

la suite.

Ligand 8 Parmi les atomes de 8 qui possedent des correspondances dans CHARMM?22, seul
le type atomique OS pour I’atome 8-O1 a été ajusté. Le type atomique OS de CHARMM?22

(défini pour certains atomes d’oxygene liés a deux atomes de carbone ; figure 3.4) ne contient

h. Lors d’un alignement des structures cristallographiques des deux ligands tirées des complexes FKBP12-8 et

FKBP12-308, les parties Phl et Ethe, Ph2 et iBu, et iPe et Tol sont alignées.
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Phénylalanine

X-Pro-X

RS

Leucine ¢ /J)/

Toluéne
Ligand 308

P 0 \

Acétate d'éthyle i
B :
N0 xprox

Isoleucine

(A)

(B)

Crotonamide

H
C-ter méthylé ..

Cyclohexane

HC—__-0
Ligand 308 3
.07 Sulfate de méthyle
Liaison peptidique

Cyclohexane

FIGURE 3.4 — Structures des ligands 8 (A) et 308 (B) accompagnées des structures des molé-

cules déja paramétrées dans CHARMM?22 présentant des correspondances avec des parties de

ces ligands.
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pas de parametres spécifiques pour les interactions de type 1-4 (formées entre deux atomes
séparés par trois liaisons covalentes). Les parametres spécifiques pour les interactions de type
1-4 (¢;1-4 et R,,,;,;1-4) tirés du type atomique OS trouvé dans la LPDB [78] pour le ligand 8
ont été€ rajoutés aux parametres ¢; et R,,;,, ; du type OS de CHARMM?22 pour définir le type
atomique de 8-O1.

Pour I’atome 8-C10, a notre connaissance, il n’existe aucune correspondance directe ou
indirecte. En effet, il n’y a aucune molécule paramétrée dans le champ de force CHARMM?22
qui possede un atome de carbone lié a quatre autres atomes de carbone (voir partie iPe figure
3.3). Toutefois, puisque 1’atome 8-C10 est li€ a quatre atomes de carbone, sa sphere de van der
Waals est presque completement masquée par les spheres de van der Waals des atomes auxquels
il est lié. Ainsi, la contribution de 1’atome 8-C10 aux interactions de van der Waals peut étre
considérée comme négligeable. Les parametres €; et [?,,;,; choisis pour I’atome 8-C10 sont
ceux du type atomique CT1 de CHARMM?22 (atome de carbone li€ a trois atomes de carbone
et a un hydrogene) .

L’atome 8-C15 peut étre considéré comme un atome de type CT1 dans CHARMM?22. Ce
type atomique est notamment employé€ pour les atomes de carbone lié a trois atomes de car-
bone et a un atome d’oxygene et possede une définition englobant plusieurs environnements
chimiques. Ainsi, malgré un environnement chimique différent, le type atomique CT1 utilisé
pour I’atome de carbone C* du résidu phénylalanine a été utilisé pour dériver le type atomique
COC pour I’atome 8-C15. De méme, les parametres du type atomique NR de 1’atome 8-N7
ont été copiés sur ceux du type atomique N utilisé pour I’atome d’azote du résidu proline. De la
méme maniere, I’atome 8-C9 peut étre considéré comme un atome de type C dans CHARMM?22
puisque ce type est utilisé pour certains atomes de carbone li€s par une double liaison a un atome

d’oxygene présents dans des environnements chimiques variés’/,

Ligand 308 Pour 308, il est intéressant de noter que contrairement a ce qui a été fait pour

I’atome 8-O1 (vide supra), les parametres du type atomique OS pour 308-O3 ont directement

i. Le type d’atome CTO a été défini afin de représenter des atomes liés a quatre atomes de carbone comme

I’atome 8-C10.
Jj. Les types atomiques COS et COC (copiés sur les types CT1 et C) ont été introduits dans CHARMM22 pour

les atomes respectifs 8-C15 et 8-C8/C9 afin d’éviter de modifier des parametres pré-existants, notamment pour le

terme Eangles diedres -
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été tirés de parametres définis dans CHARMM?22 pour I’acétate d’éthyle. Le type atomique O2L
(utilis¢ dans CHARMM?22 pour les atomes d’oxygene du sulfate de méthyle) des atomes équi-
valents 308-04 et 308-05 a été modifié afin de rajouter des parametres pour les interactions 1-4
tels qu’utilisés pour la plupart des atomes d’oxygene doublement lié a un autre atome. Les para-
metres permettant de tenir compte des interactions 1-4 pour le type atomique O de CHARMM?22
(identique aux types OB et OBL et utilisé pour certains atomes d’oxygene doublement i€ a un
atome de carbone) ont été rajouté€s aux parametres ¢; et R,,,;, ; du type atomique O2L.

Pour I’atome 308-S8, la correspondance la plus proche est celle avec 1’atome de soufre du
sulfate de méthyle paramétré dans CHARMM?22 (figure 3.4). Toutefois, les degrés d’oxyda-
tion de ces deux atomes de soufre different puisque le premier est contenu dans une fonction
sulfonamide tandis que le second est présent dans un groupement sulfate. La comparaison des
parametres des types atomiques S, SS et SL de CHARMM?22 (respectivement utilisés pour les
atomes de soufre trouvés dans la méthionine, les thiolates et les sulfates) montre des différences
maximales entre chaque couple de 0,02 kcal/mol et 0,2 A respectivement pour €; et Ry ;.
Ainsi, il semble raisonnable d’utiliser les parametres de 1’atome de soufre du sulfate de méthyle
pour définir I’atome 308-S8 dans CHARMM?22.

Comme observé précédemment sur plusieurs cas, les parametres de van der Waals semblent
tres peu dépendants de 1’environnement dans lequel se trouve 1’atome considéré (vide supra).
Ainsi, il est possible d’approximer les parametres des atomes 308-N7 et 308-C17 en utilisant les
parametres définis respectivement pour I’atome d’azote de la proline et pour 1I’atome de carbone

C” du cycle aromatique de la phénylalanine.

2.1.2. Parametres pour Egecirostatiques

Dans CHARMM?22, les charges partielles étant fixes, elles permettent, conjointement aux
parametres de van der Waals, de définir un atome dans un environnement chimique précis. De
plus, les charges partielles atomiques dépendent de la géométrie d’'une molécule et different
pour deux molécules ayant des géométries méme légerement différentes (e.g., différences de
charge partielles atomiques pour les cycles non-aromatiques a cinq et six atomes de carbone).
Ainsi, lorsque cela a été possible, la correspondance des environnements chimiques et des géo-

métries entre des parties ou sous-parties des ligands avec des fonctions ou groupements trouvés
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dans des molécules déja paramétrées a été utilisée (voir tableau A.2 p. 197 en Annexes).

Du fait des correspondances seulement partielles des parties de cceur des deux ligands (figure
3.4), les charges des atomes de ces parties ont dii tre paramétrées dans les deux cas. Les seules
exceptions correspondent aux atomes de la sous-partie NIC101 (avec I’atome 308-H11) pour
laquelle la correspondance avec la liaison peptidique est suffisante pour définir leurs charges
partielles.

Pour les parties périphériques des deux ligands, malgré leurs correspondances exactes (sauf
pour la partie iPe) avec des molécules déja paramétrées dans CHARMM?22, il était important de
tenir compte des atomes auxquels elles sont rattachées. En effet, pour la partie Tol de 308, les
charges partielles des atomes 308-C17, 308-C18/H18 et 308-C22/H22 ont di étre paramétrées
a cause de leur proximité avec le groupement sulfonyle lié a Tol (figure 3.3 ; voir p. 199 en
Annexes pour un détail des différences li€es a la présence du groupement sulfonyle). De la
méme maniere, les charges partielles des atome 8-C15/H20 ont dii étre paramétrées a cause des
liaisons covalentes formées par 8-C15 avec la partie Ph2 et la sous-partie O1C102 de 8*.

Comme I’atome 8-C15, I’atome 308-C15 permet de rattacher la partie de cceur de 308 a deux
parties périphériques : Ethe et iBu. Toutefois, contrairement a 1I’atome 8-C15, la charge partielle
de I’atome 308-C15 n’a pas été paramétrée car cet atome présente un environnement chimique
proche de celui observé dans un résidu leucine en position C-terminale dont la fonction acide

carboxylique est méthylée.

2.1.3. Pal’amétres pOlll' Eliaisons covalentes

Les liaisons covalentes qui sont trouvées dans les deux ligands sont déja paramétrées dans
CHARMMZ?22, sauf les liaisons covalentes C8-C9 et C9-C10 dans 8, et C3/C5-S4, N7-S8 et
S8-C17 dans 308 (vide infra). Les parametres du terme Fiizisons covalentes POUT les deux ligands
ont donc été copiés de parametres existants. Cependant, pour le ligand 308, les valeurs des
parametres o ont été remplacées par les valeurs des distances de liaison covalente mesurées

sur la géométrie optimisée en HF/6-31G*/, sauf pour la partie iBu (voir tableau A.4 p. 200 en

k. L’atome 8-C15 permet d’attacher la partie de cceur de 8 aux parties périphériques Phl (par le biais du bras

propyle C15-C16-C17) et Ph2.
. Ces modifications ont entrainé une définition de nouveaux types atomiques pour les atomes formant des

liaisons covalentes déja paramétrées afin d’éviter de modifier des parametres ry pré-existants pour les atomes
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Annexes).

Ligand 8 Pour la liaison covalente C8-C9, qui se trouve au cceur d’une fonction a-dicétone,
aucune correspondance satisfaisante n’a été trouvée dans CHARMM?22. Ainsi, les parametres
utilisés pour cette liaison covalente ont été tirés de la LPDB. Pour la liaison covalente C9-C10,
en considérant 1’atome 8-C10 comme équivalent a 1’atome C” de I’isoleucine, les parameétres

K, et ry ont été copiés sur ceux de la liaison covalente C-C* de I’isoleucine.

Ligand 308 Pour les liaisons covalentes C3/C5-S4, au lieu d’utiliser une correspondance avec
la méthionine, le parametre /K, a été tiré de celui utilisé pour les liaisons covalentes formées
entre les atomes de carbone dans le cyclohexane afin de tenir compte de la présence de cette
liaison dans un cycle. La valeur de ce parametre, plus élevée que celle utilisée pour la liaison
covalente formée entre les atomes C” et S dans la méthionine, est proche de celle trouvée pour
les liaisons covalentes formées entre les atomes de carbone du noyau pyrrolidine de la proline
(respectivement 229,63, 198 et 222,5 kcal/mol/A? respectivement pour C3/C5-S4, C7-S dans la
méthionine et par exemple C*-C” dans la proline).

Pour les liaisons covalentes N7-S8 et S8-C17, puisque les atomes 308-N7 et 308-C17 sont
tous les deux liés a un groupement sulfonyle, la méme logique a été suivie. Les parametres
K, utilisés ont été tirés de ceux employés pour les liaisons covalentes simples formées entre le
soufre et I’oxygene dans le sulfate de méthyle. La différence de la composition atomique de ces
trois liaisons est prise en compte dans le parametre o (1,659 ; 1,766 ; 1,575 A respectivement

pour les liaisons covalentes S-O, S-C, et S-N).

2.1.4. Parametres pour Eyngles de valence €t F'Urey-Bradley

Pour les parametres permettant de définir les angles de valence, comprenant les parametres
des termes Fapgles de valence €t LUrey-Bradiey> 18 méme démarche que pour les parametres des liaisons
covalentes a été utilisée. Ainsi, la plupart des parametres ont été transférés a partir de parametres
existants dans CHARMM?22 (voir tableau A.5 p. 201 en Annexes). Toutefois, excepté pour les
angles diedres des parties Ph1-C17 et Ph2 de 8 et iBu de 308, les valeurs du parametre O
ont été tirées des valeurs d’angle de valence mesurées dans la géométrie du ligand optimisée en

HF/6-31G*. Lorsque les correspondances ne sont pas exactes (e.g., pour les parties de cceur), les

originaux de CHARMM?22.
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choix effectués sont commentés dans la suite. De plus, I’absence de correspondance satisfaisante
pour les angles de valence C'3 T84 C5et N7 — S8~ C17du ligand 308 avec les molécules

incluses dans CHARMM?22 a conduit a la détermination de nouveaux parametres.

Ligand 8 Aucune correspondance exacte n’a été trouvée dans CHARMM?22 pour les angles
de valence C8 — C9 — O4, C8 — C9 — C'10, 03 — C8 — C9 et N7 — C8 — C9 (figure 3.4).
En revanche, en comparant les parametres issus de la LPDB avec des parametres contenus dans
CHARMM?22 pour des molécules présentant des similitudes avec la fonction a-dicétone, des
valeurs équivalentes ont été trouvées. Ainsi, les parametres Ko de la LPDB ont pu étre utilisés
pour les quatre angles précédents.

De la méme maniere, bien qu’il y ait des similitudes entre un résidu proline et le cycle
pipécolinyle C2N7, les parametres K¢ des angles de valence C'6 “N7T-C2etC1—C2—-H
ont été pris dans la LPDB afin de tenir compte de la différence de taille de ces cycles. Le
parametre Kg de I’angle de valence N7 ~C8-03a également été pris dans la LPDB. En
outre, I’absence d’équivalence exacte pour I’angle de valence H20 —C15 - O1 a conduit 2

utiliser le parametre K¢ trouvé dans la LPDB pour cet angle.

Ligand 308 Les angles de valence du cycle C2SN7 ont été traités de trois manieres diffé-
rentes. Contrairement a ce qui a été fait pour 8, les parametres Ko des angles de valence formés
avec I’atome 308-N7 ont été€ copiés sur ceux trouvés dans la proline, I’utilisation de cette corres-
pondance ayant été jugée nécessaire pour ce ligand. Afin de tenir compte de la différence entre
des cycles non-aromatiques formés de cing et de six atomes, les parametres K¢ pour les angles
de valence C2 — C3 — S4, H2 — C3 — 54, H3 — C'3 — 54, 4 — C5 — H4, S4 — C5 — H5
et S4 — C5 — C'6 ont été copiés sur ceux du cyclohexane. Enfin, la présence de 1’atome 308-S4
dans le cycle C2SN7, a conduit a la détermination des parametres des termes Fyngies de valence €t
FErey-Bradiey pour I’angle de valence C'3 —/84\— Cbh.

Pour la fonction sulfonamide, sa relative correspondance avec le sulfate de méthyle (figure
3.4) permet une approximation satisfaisante de ses angles de valence formés par les atomes
308-04/05 et 308-S8 avec les atomes voisins. Toutefois, pour cette fonction, afin de modéli-
ser plus précisément la substitution de deux atomes d’oxygene du sulfate de méthyle par les

atomes 308-N7 et 308-C17, les parametres du terme Fiypgies de valence " poOUr I’angle de valence

m. Pour D’optimisation des parametres de 1’angle de valence N7 — 88— C17, l’introduction du terme
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N7 =58 — C'17 ont été déterminés.

2.1.5. Parametres pour Eangles diedres et Eangles diedres impropres

En utilisant les correspondances avec les molécules présentées sur la figure 3.4, les para-
metres des angles diedres trouvés dans les parties ou sous-parties Phl, Ph2, O1C102 et iPe de
8 et iBu, N1C101 et Tol de 308, ont été copiés sur des parametres existants dans CHARMM?22
(tableaux A.6 p. 203 et A.7 p. 205 en Annexes).

Pour les autres parties et les angles diedres correspondant aux rotations autour des liaisons
covalentes formées entre les différentes sous-parties de chaque ligand (e.g., C15-O1 et C15-N1
respectivement pour les ligands 8 et 308), les choix qui ont été faits sont détaillés dans la suite.
De la méme fagon, méme si les parametres utilisés pour définir les angles diedres impropres ont

été définis a partir d’équivalence, certains choix nécessitent une explication.

Ligand 8 Les angles diedres de la sous-partie C2N7 ont également été traités en utilisant des
correspondances. Toutefois, les valeurs des parametres ¢ ont été calculés a partir des valeurs
d’angles diedres mesurées dans la géométrie du ligand optimisée en HF/6-31G*. Pour ce cycle,
les parametres de 1’angle diedre impropre permettant de maintenir les atomes 8-C2, 8-C6, 8-N7
et 8-C8 dans un méme plan n’ont pas été tirés de ceux trouvés pour I’angle diedre impropre
de la proline dans CHARMMZ22 puisque la valeur nulle du parametre /,,,,, dans ce champ de
force correspond a une absence d’angle diedre impropre. Les parametres ont donc été tirés de
ceux utilisés pour les angles diedres impropres trouvés dans les chaines latérales des résidus
asparagine et glutamine.

Pour les sous-parties C17C16 et C803C904, les correspondances partielles ne permettent
pas de définir les parametres des angles diedres classiques. Ainsi, les parametres du terme
Fangles disares 0Nt dl €tre déterminés pour les rotations autour des liaisons covalentes C17-C16
et C8-C9. Pour la sous-partie C8O3C904, les correspondances partielles avec la liaison pepti-
dique permettent de définir les angles diedres impropres permettant de maintenir coplanaires les
atomes 8-N7, 8-C8, 8-0O3 et 8-C9 d’une part, et les atomes 8-C8, 8-C9, 8-O4 et 8-C10 d’autre
part.

Pour terminer, il a été nécessaire de paramétrer les angles diedres qui correspondent aux

Eurey-Bradiey N’ a pas été nécessaire.
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rotations autour des liaisons covalentes qui assemblent les différentes sous-parties de 8. Ainsi,
en plus des liaisons C17-C16 et C8-C9, de nouveaux parametres ont dii étre déterminés pour
les angles diedres correspondant aux rotations autour de C16-C15, C24-C15, C15-01, C1-C2,
N7-C8 et C9-C10 (voir les fleches sur la figure 3.5 p. 62).

Ligand 308 Pour la partie Ethe et la sous-partie C2SN7, la plupart des parametres des angles
diedres peuvent étre tirés de correspondance (notamment, pour 1’angle diedre impropre main-
tenant les atomes 308-O3, 308-C30, 308-O2 et 308-C15 dans un méme plan). En revanche,
les parametres des angles diedres correspondant aux rotations autour des liaisons covalentes
C31-03, C3-S4" ont dii étre déterminés.

En plus des rotations autour des liaisons C31-O3 et C3-S4, les parametres des angles diedres
qui correspondent aux rotations autour de C30-C15, C15-N1, C1-C2, N7-S8 et S8-C17 ont été
déterminés (voir les fleches sur la figure 3.5 p. 62).

En complément, pour la sous-partie N1C101, contrairement a ce qui se passe pour la liaison
peptidique, les angles diedres impropres ont ét€ définis afin d’éviter que les atomes 308-N1, 308-
C1, 308-O1 et 308-C2 d’une part et N1-H, 308-C15 et 308-C1 d’autre part soient coplanaires
puisque sur la géométrie du ligand optimisée en HF/6-31G*, les valeurs mesurées pour ces
angles diedres sont respectivement égales a ~2 et ~8°. Ces 1égeres différences doivent étre
prises en compte du fait de leur incidence probable sur les positions des parties périphériques
Ethe et iBu. De la méme maniere, la valeur du parametre ¢y de 1’angle diedre impropre défini
par les atomes 308-C2, 308-C6, 308-N7 et 308-S8 est issue de la mesure de cet angle diedre

impropre sur la géométrie du ligand optimisée en HF/6-31G*.

2.1.6. Résumé des nouveaux parametres déterminés pour les deux ligands

Le tableau 3.1 présente un résumé des parametres qui ont été déterminés pour les ligands
8 et 308. Au total, pour 8, il y a 33 jeux de parametres qui ont été déterminés : 25 charges
partielles atomiques et 8 ensembles de parametres pour les angles diedres (un ensemble par
angle, mais plusieurs parametres par ensemble). Pour 308, il y a 30 jeux de parametres qui

ont été déterminés : 21 charges partielles atomiques, 2 angles de valence, et 7 ensembles de

n. Larotation autour de la liaison S4-C5 a été paramétrée de maniere équivalente la rotation autour de la liaison

C3-54.
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TABLEAU 3.1 — Résumé des parametres a déterminer pour les ligands 8 et 308

Ligand 8 Ligand 308
Cl15, H20, O1, C1, 02, C2, H1, C3, H2, H3,
C2,H, C3, H1, H2, C4, S4, C5, H4, H5, C6,
charge partielle H3, H4, C5, H5, H6, C6, H6, H7, N7, S8, 04
H7, HS, N7, C8, 03, C9, 05, C17, C18, H18,
04, C10 C22, H22
angle de valence 0 03 - 54— C5, N7 S8 =C17
C17-C16, C16-Cl15, C24-C15, 03-C31, C30-C15, C15-N1,
rotation autour de la liaison C15-01, C2-C1, N7-CS8, C2-C1, C3-S4, N7-S8,
C8-C9, C9-C10 S8-C17

parametres pour les angles diedres.

2.2. Découpage des ligands en molécules modéeles

Lors de I’étape de recherche des parametres a déterminer (premiere étape du protocole pré-
senté dans la section 1. p. 25 et résumé sur la figure 3.1 p. 26), des fragmentations du ligand en
molécules modeles ont été effectuées afin de permettre de générer par des calculs HF/6-31G*
les données de référence manquantes permettant d’optimiser les nouveaux parametres du champ
de force (e.g., celles obtenues par des scans optimisés en HF/6-31G*). Ces molécules modeles,
présentés sur la figure 3.5, sont également utilisées lors des calculs de mécanique moléculaire
nécessaires a 1’optimisation des parametres (voir sous-section 1.1. p. 29).

Sur la figure 3.5, il est possible de remarquer que certaines molécules modeles ne different
que par un seul groupement, comme par exemple les modeles M3085 et M3086. Comme ex-
pliqué dans la section 1. p. 25, le choix des groupements contenus dans les molécules modeles
doit étre effectué en maintenant un équilibre entre la taille de la molécule modele (qui limite les
temps de calcul) et le respect de I’environnement chimique de la partie a paramétrer. Ainsi, la

substitution du groupement méthyle terminal de 308-C32 par un atome d’hydrogéne n’entrai-
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nant pas de modification importante pour la rotation autour de la liaison C15-N1, le fragment
M3085 plus petit que le fragment M3086 a pu étre utilisé.

Les molécules modeles M81 et M3081 pour lesquelles les atomes d’hydrogene sont mon-
trés sur la figure 3.5 ont été utilisées pour la paramétrisation des charges partielles des atomes
soulignés. Pour la paramétrisation de la charge partielle de I’atome 8-O1, la structure du modele
MBS]1 a été modifiée en remplacant le groupement lié a I’atome 8-N7 par un atome d’hydrogene
(modele M81°). Cette modification permet d’éviter, sans modifier drastiquement 1’environne-
ment chimique de cet atome, une collision entre la molécule d’eau et le groupement cétone de
8-C9 lors du scan en HF/6-31G* ou en MM consistant a éloigner cette molécule de 1’atome
8-0Ol.

Pour le ligand 308, les molécules modeles M3082 et M3083 présentent des arcs de cercle
représentant respectivement les angles de valence C'3 84— C5 et NT—S8—C17. Sur la
figure 3.5, une fleche apparaissant au-dessus d’une liaison covalente désigne I’angle diedre qui
a été paramétré en utilisant la molécule modele correspondante. Toutefois, pour les rotations
autour des liaisons C16-C15 de 8 et C30-C15 de 308, les conformations des molécules modeles
ont di étre modifiées afin de pouvoir obtenir des données permettant la détermination des pa-
rametres. Ainsi, I’optimisation des parametres de la rotation autour de la liaison C16-C15 a été
réalisée sur la molécule modele M83 de la figure 3.5 pour laquelle la valeur de 1’angle diedre
C24-C15-01-C1 vaut 84° (valeur correspondant au minimum énergétique global pour cet angle
diedre contrairement a la valeur de 144° issue de la structure cristallographique). Ceci permet
de modifier la position de 1’atome 8-O2 issue de la structure cristallographique du ligand 8 pour
le modele M83, position qui entrainait 1I’apparition d’une géne stérique entre les atomes 8-C17
et 8-O2 dans la conformation initiale pour M83 lors du scan optimisé en MM de la rotation
autour de la liaison C16-C15. De la méme maniere, pour obtenir des parametres optimisés pour
la rotation autour de la liaison C30-C15 de 308, il a été nécessaire d’utiliser les valeurs des
angles diedres C30-C15-N1-C1, N1-C1-C2-N7 et C2-C3-S4-C5 correspondant 2 un minimum
énergétique calculé au niveau HF/6-31G* pour chacun de ces angles (valeurs respectives de
—83, 19 et —53° contre —74, 4 et —70° dans la structure cristallographique). Ces modifications
permettent d’éviter I’apparition d’une géne stérique entre les atomes 308-O2 et 308-O1 ainsi

qu’une déformation du cycle C2SN7 lors des scans optimisés de la rotation autour de la liaison
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C30-C15.
Pour obtenir les données de référence qui vont permettre 1’optimisation des charges par-
tielles des atomes des ligands 8 et 308, les géométries des molécules modeles M81, M81’ et

M3081 ont di étre au préalable optimisées en HF/6-31G*.

2.3. Initialisation des parametres a optimiser

Afin de réduire les temps nécessaires a la procédure d’optimisation des parametres du champ
de force CHARMM?22, il est commun de choisir des valeurs initiales pour ces parametres en
utilisant des analogies avec des molécules déja paramétrées dans CHARMM?22 [67, 73, 80].
Ainsi, la plupart des charges partielles atomiques qui ont dii étre optimisées ont été initialisées
en utilisant des analogies avec les molécules contenues dans CHARMMZ22. Lorsque 1’analogie
n’est pas satisfaisante, nous avons utilisé les valeurs de charges partielles atomiques obtenues
lors d’une analyse de population de Mulliken [66] sur la géométrie de la molécule modele
optimisée en HF/6-31G*, comme ce fut le cas dans d’autres études [81, 67, 82].

Pour les angles de valence C'3 — 84— C5etNT—S8—C 17, les parametres ont été initia-
lisés a partir d’analogie avec les molécules présentées sur la figure 3.4 p. 38. Cependant, aucun
parametre d’Urey-Bradley n’a été inclu initialement par souci de simplification. Pour les para-
metres des angles diedres classiques, puisqu’il est possible d’utiliser des séries de Fourier (voir
section 1.1. p. 13), il a d’abord été choisi de ne définir qu’un seul terme. Dans certains cas, les
connaissances physico-chimiques des parties a paramétrer (notamment pour les symétries de
rotation et les possibilités de rotation autour des liaisons covalentes) ont permis d’obtenir des
valeurs initiales pour les parametres K4 et n. Les valeurs de J ont été calculées a partir des
valeurs mesurées sur le profil obtenu du scan optimisé en HF/6-31G*. Dans les autres cas pour
lesquels les profils d’énergie en fonction de la rotation autour de la liaison sont plus complexes,
premier temps, du terme Eyngies diedres- D€ Cette maniere, il a €té possible d’observer les contribu-
tions a I’énergie potentielle des autres énergies (notamment, les contributions de van der Waals
et électrostatique entre atomes 1 et 4) et d’optimiser plus précisément dans un deuxieme temps

les parametres des angles diedres.
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2.4. Optimisation des nouveaux parametres

Les parametres des atomes, angles de valence et angles diedres classiques présentés dans
le tableau 3.1, ont été optimisés par convergence des données calculés par MM vers celles de
référence (calculées principalement en HF/6-31G*). Afin de permettre une comparaison di-
recte entre ces deux types de données, les calculs MM nécessaires a 1’optimisation des para-
metres de CHARMM?22 pour les deux ligands ont été effectués dans le vide sans utiliser de
limite de distance (cut-off) pour les interactions non-liées. De plus, lorsque des optimisations
de géométrie en MM ont été nécessaires, comme pour les scans optimisés, la méthode Adopted-
Basis set Newton-Raphson (ABNR) a été utilisée, comme préconisé par les développeurs de

CHARMM?22 [83].

2.4.1. Charges partielles atomiques optimisées

Les valeurs des charges partielles des atomes des deux ligands sont contenues dans le tableau
A.2 p. 197 en Annexes. Comme expliqué dans la sous-section 1.1.1. p. 29, les charges partielles
des atomes présentés dans les tableaux 3.2 et 3.3 (notamment, les atomes de carbone) ont pu
étre optimisées en utilisant les énergies d’interaction entre une molécule d’eau et un atome ou
une liaison (e.g., ’atome 8-O2 et la liaison C15-H22 de la figure 3.2).

Lors de I’optimisation des charges partielles atomiques, il est important d’obtenir des charges
qui soient cohérentes avec celles déja existantes dans CHARMM?22. Par exemple, en analysant
le fichier de topologie contenant les charges partielles des atomes des protéines, nous remar-
quons que les charges des atomes d’hydrogeéne sont assez proches les unes des autres. Par
exemple, les charges des atomes d’hydrogene de groupements aliphatiques sont toutes égales a
0,09. Ainsi, en plus des criteres de convergence usuels (voir sous-section 1.1.1. p. 29), nous
avons tenté de respecter une homogénéité entre les valeurs paramétrées et les valeurs pré-
existantes. De ce fait, dans notre étude (sauf certains cas particuliers), les valeurs des charges
partielles atomiques des atomes d’hydrogene ont été choisies égales a 0,09 £ 0,06 e. Pour les
atomes d’oxygene, la charge partielle doit étre proche de —0,5 4= 0,1 e. Pour les atomes d’azote,
puisque des valeurs comprises entre ~—0,3 et ~—0,5 e sont observées dans CHARMM?22, une
valeur contenue dans cette intervalle est privilégiée. Enfin, pour I’atome 308-S4, en se basant

sur la charge de I’atome de soufre de la méthionine, sa charge partielle a été choisie proche de
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TABLEAU 3.2 — Distances (d,; en A) et énergies (E,,;, en kcal/mol) des interactions optimales
entre la molécule d’eau et les atomes dont les noms sont soulignés sur la figure 3.5 (A), calculées
HF/6-31G* (HF) ou par mécanique moléculaire (MM). Les valeurs de d,,; et E,;;,, indiquées
pour HF correspondent a celles obtenues apres 1’application des corrections présentées dans
la sous-section 1.1.1. p. 29. Afin de vérifier si les criteres de convergence sont respectés, les
différences entre les valeurs HF et MM sont également indiquées dans le tableau. Les valeurs de
différence qui divergent par rapport aux criteres de convergence choisis pour la paramétrisation
des charges partielles des atomes de 8 sont indiquées soit par des étoiles, soit en gras (pour
des divergences respectives inférieures et supérieures a 0,05 A ou keal/mol). Les valeurs de
charge (e) paramétrées pour les deux atomes de la liaison sont indiquées. Méme si 1I’atome 8-
N7 n’apparait pas dans ce tableau, il est important de noter que sa charge de —0,37 e contribue

aux energies d’interaction observées, notamment pour C6-H7/H8, C2-H et C8-0O3.

HF MM Différence HF-MM
liaison | charge atomel | charge atome2 | dopt | Emin || dopt | Emin || Adop AE,in
C15-H20 0,26 0,01 2,71 | =0,97 || 2,70 | —1,21 || 0,01 0,25
C1-01 0,84 —-0,48 1,97 | =197 || 2,27 | —1,96 || —0,30 —0,01
C1-02 0,84 —0,52 1,89 | —4,89 | 1,80 | —4,66 || 0,09 —0,23*
C2-H 0,11 0,05 2,70 | 0,04 | 2,60 | —0,98 || 0,10 1,02
C3-H1 —0,18 0,09 2,65 | —1,28 || 2,59 | —1,05 || 0,06 —0,23*
C3-H2 —0,18 0,09 2,63 | —1,55 ] 2,62 | —1,41 || 0,00 —0,14
C4-H3 —0,18 0,09 2,78 | —1,23 | 2,69 | —1,11 || 0,08 —0,12
C4-H4 —0,18 0,09 2,53 | —1,76 || 2,61 | —1,95 || —0,08 0,19
C5-H5 —0,20 0,10 2775 | —1,48 || 2,67 | —1,36 | 0,08 —0,12
C5-H6 —0,20 0,10 2,63 | —1,01 || 2,63 | —0,94 || 0,00 —0,07
C6-H7 —0,09 0,105 2,80 | —1,81 || 2,67 | —1,76 || 0,13* —0,05
C6-H8 —0,09 0,105 2,75 | —0,66 || 2,63 | —1,41 || 0,12* 0,75
C8-03 0,45 —0,46 1,85 | —=5,19 || 1,79 | —5,15 || 0,06 —0,04
C9-04 0,44 —0,40 191 | —4,39 | 1,83 | —4,44 | 0,08 0,05
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TABLEAU 3.3 — Distances (d,,: en A) et énergies (E,,;,, en kcal/mol) des interactions optimales,

entre la molécule d’eau et les atomes dont les noms sont soulignés sur la figure 3.5 (B), calculées

HF/6-31G* (HF) ou par mécanique moléculaire (MM). Les valeurs de d,,; et E,;;,, indiquées

pour HF correspondent a celles obtenues apres 1’application des corrections présentées dans

la sous-section 1.1.1. p. 29. Afin de vérifier si les criteres de convergence sont respectés, les

différences entre les valeurs HF et MM sont également indiquées dans le tableau. Les valeurs de

différence qui divergent de plus de 0,05 A ou kcal/mol par rapport aux critéres de convergence

choisis pour la paramétrisation des charges partielles des atomes de 308 sont indiquées par une

étoile tandis que celles qui divergent de plus de 1 A ou keal/mol sont en gras. Les valeurs de

charge (e) paramétrées pour les deux atomes de la liaison sont indiquées. Méme si 1’atome 308-

N7 n’apparait pas dans ce tableau, il est important de noter que sa charge de —0,61 e contribue

aux energies d’interaction observées, notamment pour C6-H6/H7, C2-H1 et S8-04/05.

HF MM Différence HF-MM
liaison | charge atomel | charge atome2 | dopt | Emin || dopt | Emin Adgpt AE in
C2-H1 0,09 0,08 240 | —1,93 | 2,50 | =241 || —0,10 0,48
C3-H2 —0,18 0,08 245 | —1,85 | 2,59 | —1,64 | —0,14 —0,21
C3-H3 —0,18 0,16 245 | —1,16 || 2,56 | —1,09 || —0,11 —0,07
C3-S4 —0,18 —0,12 2,70 | —1,99 || 2,42 | —1,90 0,28 —0,09
C5-H4 —0,20 0,14 2,40 | —1,45 | 2,58 | —1,64 || —0,18 0,19
C5-H5 —0,20 0,14 2,55 | =2,19 || 2,57 | —=2,18 || —0,02 —0,01
C6-H6 0,02 0,10 2,70 | —1,43 || 2,58 | —2,46 0,12 1,03
C6-H7 0,02 0,08 3,00 | —2,77 || 2,56 | —3,14 0,44 0,38
S8-04 1,70 —0,60 1,90 | —4,73 || 1,78 | —4,68 0,12 —0,05
S8-05 1,70 —0,58 1,88 | —4,89 || 1,78 | —4,99 0,10 0,11

C18-H18 —0,03 0,03 2,65 | —0,82 || 2,76 | —0,90 | —0,11 0,09
C22-H22 —0,03 0,03 2,45 | =3,07 || 2,68 | —3,09 || —0,23* 0,03
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—-0,09e.°

Avant de commenter les données d’interaction présentées dans les tableaux 3.2 et 3.3, les
géométries initiales utilisées pour le placement des molécules d’eau (sous-section 1.1.1. p. 29)
sont comparées. Pour chaque modele, apres un alignement des géométries optimisées en MM
sur celles optimisées en HF/6-31G*, des calculs de déviations moyennes des positions ato-
miques (RMSDs) permettent de constater une faible différence entre ces géométries (valeurs de
RMSD de 0,23, 0,35 et 0,24 A respectivement pour les modeles M81 et M81” de 8 et M3081
de 308). Ces correspondances peuvent étre observées sur les figures 3.6, 3.7 et 3.8 pp. 64-65.
Malgré les faibles différences observées pour I’ensemble du fragment, nous remarquons que
les positions de certains atomes ne sont pas équivalentes dans les deux géométries (notamment,
I’atome 8-O2 dans le modele M81” présente une position déviée de pres de 1 A entre les deux
géométries). Ainsi, ces différences peuvent conduire, lors des scans HF/6-31G* ou MM, la
molécule d’eau a entrer en collision avec une partie éloignée du modele moléculaire. Pour la
paramétrisation de certains atomes, des profils d’énergie d’interaction n’ont pas été utilisé pour
cette raison. Dans d’autres cas, la comparaison des scans HF/6-31G* et MM était impossible
du fait de ces collisions dans un des deux types de scan.

Par la suite, seules les valeurs MM des tableaux 3.2 et 3.3 et associées a des €carts avec les

valeurs HF qui ne correspondent pas aux criteres de convergence sont commentées.

Ligand 8 L’analyse des données présentées dans le tableau 3.2 montre que pour la moitié des
atomes, les différences entre les valeurs HF/6-31G* et MM de distance (d,,.) et d’énergie (E,,;,,)
pour I’interaction optimale ne dépassent pas respectivement 0,1 A et 0,2 kcal/mol, ce qui corres-
pond aux criteres de convergence choisis. La différence AE,,;,, reste inférieure a 0,25 kcal/mol
pour les atomes 8-H20, 8-O2 et 8-H1 et la différence Ad,,; reste proche du critere choisi, avec

une valeur de 0,13 A. Un écart Ad,y; de 0,3 A est observé pour 8-O1 mais cet atome présente

o. Pour les atomes de carbone, aucune valeur spécifique n’a été privilégiée puisque dans CHARMM?22 ces
atomes présentent des valeurs de charge variables. Toutefois, lorsque des correspondances partielles existent, les
charges ont été optimisées de maniere a s’approcher le plus possible des valeurs observées dans les parties simi-
laires des molécules paramétrées dans CHARMM?22. Pour I’atome 308-S8, la différence entre le degré d’oxydation
de cet atome de soufre avec celui des autres atomes de soufre trouvés dans CHARMM?22 ne permet pas de privilé-

gier une valeur précise.
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un tres faible écart AE,,;,. Une difficulté a été de tenter de reproduire la valeur d’énergie d’in-
teraction de la liaison C2-H qui est 1égerement positive. Cette interaction avec 1’eau défavorable
peut provenir de I’interaction avec les atomes voisins des sous-parties C10102 ou C803. Des
calculs HF/6-31G* ont été réalisés avec un autre modele simplifié dans lequel le cycle pipécoli-
nyle C2N7 est lié par son azote a une fonction aldéhyde CHO. L’énergie d’interaction calculée
est +0,66 kcal/mol. Ce modele a été abandonné et celui de la figure 3.6 a finalement ét€ utilisé
pour trouver les charges sur les atomes 8-C2 et 8-H qui (i) défavorise au mieux cette interaction
et (i) ne conduit pas a une modification importante des charges des atomes voisins de 8-C2.
Une autre différence importante AE,,,;,, est observée pour C6-H8 dans le tableau 3.2. En réalité,
le profil d’interaction HF/6-31G* pour C6-HS- - - HoO n’a pas été utilisé du fait des collisions
avec I’atome 8-O4 distant. Dans ce cas, la valeur de la charge obtenue pour I’autre atome 8-H7
porté par 8-C6 a été utilisée.

Pour terminer, la charge partielle de I’atome 8-N7 a été ajustée de maniere a permettre de
satisfaire les criteres de convergence pour les interactions entre la molécule d’eau et les atomes
voisins 8-H, 8-H7, 8-HS et 8-O3 et également, tel qu’indiqué précédemment, le critere d’avoir
une charge dans I’intervalle [—0,5 e; —0,3 e]. La charge de I’atome 8-C10 a été choisie non
nulle en raison de I’'influence de la fonction a-dicétone sur les charges de cet atome. De plus, la
charge portée par 8-C10 a aussi aider a neutraliser la charge globale de 8. Toutefois, puisque la
charge de 1’atome 8-C10 contribue a I’énergie d’interaction entre la molécule d’eau et I’atome
voisin 8-O4, la valeur qui a di étre choisie pour I’atome 8-C10 n’a pas permis de neutraliser
complétement la charge globale pour le ligand 8. Ainsi, dans le ligand 8, le déficit de —0,02 e
a été introduit dans la charge de 1’atome 8-C11, expliquant la valeur de —0,20 e (tableau A.2 p.
197 en Annexes) pour la charge partielle de cet atome qui avait initialement été choisie comme
équivalente a la charge de ’atome C” de la chaine latérale de 1’isoleucine (voir sous-section

2.1.2. p. 40).

Ligand 308 Les criteres de convergence des valeurs MM par rapport aux valeurs HF/6-31G*
ont été étendus a 0,20 A pour d,,: et 0,25 kcal/mol pour E,,,;,,, ce qui a permis d’accélérer la
paramétrisation des charges partielles des atomes du ligand 308.

Comme pour 8, les données présentées dans le tableau 3.3 montrent que ces interactions MM

calculées entre une molécule d’eau et les atomes de 308 satisfont les criteres de convergence sauf
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pour les interactions associées a des valeurs Ad,,; ou AE,,;, en caractéres gras ou marquées
d’un astérisque. Pour la liaison C22-H22, les valeurs de charge issues du paramétrage de la
liaison symétrique C18-H18 du cycle aromatique a été utilisée (figure 3.8). La valeur Ad,;
pour 1I’atome 308-S4 peut provenir du choix effectué pour le placement de la molécule d’eau”
mais aussi du fait de I’absence de correction de la valeur HF/6-31G* de d,,; (atome défini
plutét comme polarisable que polaire). Il est a noter que, lors de la paramétrisation des 2- et
4-thiouracile pour le champ de force CHARMM?27 4, Sarzynska et Kulinski ont obtenue une
différence de 0,32 A proche de 0,28 A obtenue pour 308-S4, entre les valeurs HF/6-31G* et
MM de d,,; [80].

Les trois interactions entre la molécule d’eau et les liaisons C2-H1, C6-H6 et C6-H7 de
308 présentent des valeurs MM de E,,,;,, qui divergent des valeurs HF/6-31G* de ~0,4 a ~1
kcal/mol. Ces divergences s’expliquent par la proximité des atomes 308-H1, 308-H6 et 308-H7
avec respectivement des atomes de S8§0405, N1C101 et Tol de 308. Ainsi, leur profil d’énergie
d’interaction n’a pas été utilisé pour optimiser leur charge et celle des atomes de carbone liés.
Les charges sur ces atomes découlent de 1’optimisation de celles sur leurs voisins respectifs

(C3-H2; C3-H3, C4-H4, C5-HS5 et S8-05).

2.4.2. Parametres optimisés pour les angles de valence

Comme indiqué dans le tableau 3.1 p. 46, les parametres des angles de valence C'3 —S4-C5
et N7 —/58\— C'17 de 308 ont été optimisés. Dans CHARMM?22, les parametres pour Fypgies de valence
et Fyrey-Bradiey SONt définis et optimisé€s de manicre concertée. Les parametres obtenus apres op-
timisation pour les angles de valence sont présentés dans le tableau 3.4. Ces parametres ont
permis d’obtenir les profils d’énergie potentielle présentés HF/6-31G* et MM en bon accord
sur la figure 3.9. Ces deux profils s’alignent presque parfaitement notamment pour les valeurs

proches du minimum énergétique. Les différences d’énergie maximales entre les deux profils

p. La procédure d’optimisation des charges partielles des atomes de soufre n’étant pas détaillée dans la lit-
térature, plusieurs positionnements d’une molécule d’eau par rapport a 1’atome 308-S4 ont été testés. Plusieurs
positions pour lesquelles le profil d’énergie d’interaction présente un puits énergétique ont été choisies. Parmi les

positions choisies, une seule a permi d’obtenir des énergies calculées en HF/6-31G* et en MM comparables.
q. Le champ de force CHARMM?27 correspond au champ de force CHARMM?22 pour lequel des parametres

spécifiques aux acides nucléiques ont été modifiés.
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TABLEAU 3.4 — Parametres optimisés pour les angles de valence du ligand 308. Les molé-
cules modeles de la figure 3.5 qui ont été utilisées pour I’optimisation de ces parametres sont

également indiqués.

Angle de valence | Molécule modele | Kg G} Kyp | UBg

C3-84—C5 M3082 58,35 | 116,96 | 11,16 | 2,56
N7 —S8— C17 M3083 70,00 | 103,50 0 0

s’élevent a 0,9 et 0,03 kcal/mol respectivement pour les angles de valence C'3 T84 C5 et
N7 — 88— C17. Ainsi, pour I’angle C'3 —S4-C5 malgré I’utilisation d’un terme d’Urey-
Bradley (tableau 3.4), il est difficile de reproduire correctement le profil HF/6-31G* observé
pour les valeurs d’angle €loignées de la valeur optimale. Toutefois, les valeurs de différences
pour les profils HF/6-31G* et MM de I’angle C'3 5S4 — C5 restent inférieures a 0,3 kcal/-
mol pour des valeurs d’angle contenues dans 'intervalle [93,8°; 100,8°]. En sachant que la
variation de I’angle de valence C'3 54— C5ne peut pas dépasser quelques degrés du fait des
contraintes du cycle C2SN7, les parametres pour cet angle ont été considérés comme accep-

tables.

2.4.3. Parametres optimisés pour les angles diedres

Comme détaillé dans la sous-section 1.1. p. 15, pour chaque angle diedre a définir, une
combinaison de plusieurs termes peut étre utilisée afin d’obtenir une représentation plus précise
de I’énergie potentielle en fonction de la variation de I’angle. Ainsi, comme présenté dans les
tableaux 3.5 et 3.6", plusieurs termes ont €t€ utilis€s pour paramétrer les angles diedres des
ligands 8 et 308, sauf pour les angles diedre des liaisons C24-C15 et C9-C10 de 8. Il est a
noter que, pour la rotation autour de la liaison C24-C15, le terme utilisé a été défini avec une

valeur négative pour le parametre K¢ (—0,065 kcal/mol). Cette valeur négative indique que ce

r. Seuls les termes qui possedent un parametre K g différent de z€ro sont contenus dans ces tableaux. Cepen-
dant, plusieurs angles diedres correspondent a une rotation autour d’une méme liaison covalente. Par exemple,
pour la rotation autour de C1-C2, il existe quatre angles diedres. Parmi ceux-ci, 1’angle diedre O1-C1-C2-N7 a
été choisi pour définir les parametres ce qui veut dire que pour les angles diedres O1-C1-C2-C3, 02-C1-C2-N7 et

02-C1-C2-C3, les termes pour Eypgles disdres Présentent des valeurs nulles pour K.
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terme a seulement été utilisé afin de diminuer les contributions des autres interactions dans le
champ de force (principalement les interactions de van der Waals et électrostatiques) a I’énergie
potentielle, comme expliqué dans la sous-section 1.1. p. 16.

Les parametres indiqués dans les tableaux 3.5 et 3.6 ont donc permis d’obtenir les profils
MM qui ont été alignés sur les profils HF/6-31G*, tel qu’illustré sur les figures 3.10 et 3.11 pp.
67-70. Plus précisément, les parametres K4 ont €té ajustés par convergence des points selles
obtenus en MM sur ceux calculés au niveau MP2/6-31G*//HF/6-31G*. En effet, tous les points
selles obtenus en HF ont été recalculés, sans optimisation de géométrie, en MP2 afin d’obtenir
des hauteurs de barriere plus précises et, en général, plus faibles que celles calculées en HF/6-

31G*. Ces profils sont dans la suite commentés.

Ligand 8 Sur la figure 3.10, pour I’ensemble des minima et maxima, les valeurs d’angle di-
edre calculées au niveau HF/6-31G* et les valeurs d’énergie MP2/6-31G*//HF/6-31G* sont
correctement reproduits par les profils MM.

Afin de compléter I’optimisation des angles diedres, pour le ligand 8, il a été nécessaire de
vérifier que les parametres obtenus permettaient de modéliser le couplage important qui existe
entre les deux angles diedres correspondant aux rotations autour des liaisons C8-C9 et C9-
C10. Afin de caractériser ce couplage, un scan bidimensionnel optimisé de la rotation autour
de ces deux liaisons a été effectué a partir du modele M87 (figure 3.5 (A) p. 62) pour quelques
valeurs d’angle diedre °. Apres projection sur un plan de la surface d’énergie potentielle obtenue
en fonction des variations des angles N7-C8-C9-C10 et O4-C9-C10-Cl11, les cartes de profil
énergétique au niveau HF/3-21G* ' et calculé par MM sont présentées sur la figure 3.12 p. 71.

Ces figures indiquent des profils pour les calculs MM proches de ceux calculés en HF/3-21G*.

s. Le scan bidimensionnel correspond a I’optimisation de la structure apres chaque rotation autour de la liaison
covalente C8-C9 par pas de 30° sur 360° en fixant I’angle de torsion autour de la liaison covalente C9-C10 & une
valeur correspondant a un point selle. La mé&me procédure est effectuée pour chaque valeur de 1’angle de torsion
autour de la liaison covalente C9-C10 correspond a un point selle. Pour compléter le scan bidimensionnel, pour
chaque valeur de 1’angle de torsion autour de la liaison C8-C9 correspondant a un point selle, la méme procédure
est utilisée en faisant varier I’angle de torsion autour de la liaison covalente C9-C10 par pas de 30° sur 120° en

fixant I’angle de torsion autour de la liaison C8-C9.

t. Le changement de la base d’orbitale atomique permet d’effectuer les scans bidimensionnels dans des temps

de calcul raisonnables.
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TABLEAU 3.5 — Parametres optimisés pour les angles diedres du ligand 8. La liaison covalente
autour de laquelle s’effectue la rotation est indiquée en gras. Les molécules modeles qui ont
été utilisées pour I’optimisation de ces parametres sont également indiquées (leur structure est

présentée sur la figure 3.5 (A)).

angle diedre modele utilisé Ky n 0

C18-C17-C16-C15 M2 1,720 | 3 0,0

0,300 | 3 80,0

0,650 | 1 0,0

—-0,600 | 2 | 180,0
0,400 | 2| 1700
C17-C16-C15-C24 M8&3 2,050 | 3 2,1

0,300 | 1| —50,0

0,150 | 2| 275,0

0,150 | 1| 1600

C25-C24-C15-01 Mg4 —-0,065 | 2 | —89.,0

C24-C15-01-C1 M84 0,270 | 3| 1100

—-0,220 | 1 | 210,0

0,220 | 1 80,0

01-C1-C2-N7 M35 1,150 | 2| 60,0

0,450 | 1| 2000

0,100 | 3| 1600

C2-N7-C8-03 MS86 12,000 | 2 | —172,2

0,600 | 1| 200,0

N7-C8-C9-C10 M87 1,200 | 1 0,0

2,600 |1 20,0

—0,800 | 1 70,0

0,400 | 3| 120,0

04-C9-C10-C11 M87 0,100 | 3 73,5
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TABLEAU 3.6 — Parameétres optimisés pour les angles diedres du ligand 308. La liaison cova-
lente autour de laquelle s’effectue la rotation est indiquée en gras. Les molécules modeles qui
ont été utilisées pour I’optimisation de ces parametres sont également indiquées (leur structure

est présentée sur la figure 3.5 (B)).

angle diedre modele utilisé | Kg n 0
C32-C31-03-C30 M3084 0,30 | 3 0,0
035 | 2 0,0
02-C30-C15-N1 M3086 0,80 | 3 180,0

0,80 | 2 160,0

C16-C15-N1-Cl M3085 090 | 2 | —=50,0

=250 1 | =90,0

1,10 1 120,0

N1-C1-C2-N7 M3088 0,70 300,0

3
1,75 2 | —140,0
2

0,50 180,0

050 | 1 0,0

C2-C3-54-C5 M3087 300 | 1 80,0

1,00 1 0,0

C6-N7-S8-C17 M3088 1,20 | 2 | =300
0,40 | 4 0,0
1,50 | 7 | —40,0
0,50 | 8 40,0

0,30 | 10 | 210,0

N7-S8-C17-C18 M3088 —-0,80 | 2 80,0
0,80 | 2 0,0
020 | 6 180,0

0,45 8 0,0
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Les similitudes des cartes montrent que pour les valeurs d’énergie maximales, les parametres
optimisés pour les deux angles diedres permettent de reproduire le couplage observé en HF/3-
21G*. De plus, les cartes sont similaires pour les valeurs d’énergie minimales, mis a part une
inversion entre la valeur d’angle associée au minimum énergétique global et celle associée au
minimum énergétique local, qui sont séparés d’environ 2 kcal/mol (0O4-C9-C10-C11 ~—150 +
25 ° et N7-C8-C9-C10 ~150 % 50 ° pour minimum global et ~—100 £ 50 ° pour le minimum
local). Le scan de I’angle N7-C8-C9-C10 de la figure 3.10 fait apparaitre une correspondance
correcte entre profils HF/6-31G* et MM pour les minima global (~236°) et local (angle ~116°).
Il est possible que 1’inversion observée sur les scans bidimensionnels provienne de 1’utilisation
d’une base d’orbitale atomique moins précise pour les calculs HE.

Les parametres obtenus pour I’ensemble des angles diedres de la figure 3.10 permettent de
reproduire les calculs de référence. D’autre part, le scan bidimensionnel calculé en HF/3-21G*
et reproduit en MM donne une comparaison générale satisfaisante pour I’ensemble des valeurs

d’angles et d’énergies balayées par ces deux angles a T=300 K.

Ligand 308 Sur la figure 3.11, en se focalisant principalement sur les profils proches des
minima, les profils MM correspondent aux profils HF/6-31G* pour tous les angles. Seul le
minimum local pour I’angle autour de la liaison C3-S4 présente des valeurs d’angle qui different
de 15° entre HF/6-31G* et MM (65,1° et 50,1°). Cependant, la valeur de cet angle dans la
structure cristallographique est —65,3°. Aussi, ce minimum local ne pourra étre atteint étant
donné la barriere de ~8 kcal/mol qui ne peut étre franchie a 300 K. Ainsi, pour cette rotation
I’optimisation des parametres a été effectuée de maniere a reproduire préférentiellement le puits
observé aux alentours du minimum a —54,9°. La méme simplification dans le paramétrage a été
utilisée pour les angles diedres qui présentent des barrieres énergétiques, calculées a partir des
minima, élevées (supérieures a 5 kcal/mol). Pour les profils de I’angle de la liaison N7-S8 de la
figure 3.11, étant donné les barrieres MP2/6-31G*//HF/6-31G* importantes, seules les valeurs
autour du puits a 247°-292° (équivalent au puits a 427°-472°) et proches de la valeur trouvée
dans la structure cristallographique ont été reproduites en MM.

Pour I’angle autour de la liaison covalente S8-C17, une attention particuliere a été portée a la
reproduction de la faible barriere énergétique trouvée entre les minima global et local (247,7° et

292,7°). La valeur d’énergie associée a cette barriere est seulement de 0,3 A, ce qui traduit une

59



CHAPITRE 3. PARAMETRISATION DU CHAMP DE FORCE CHARMM?22

facilitée de conversion entre I’angle associé au minimum local et 1’angle associé au minimum
global. Cette transition peut entrainer des changements d’angle de 35° entre les deux minima,
voire de 75° puisque les énergies associées aux valeurs 232,7° et 307,7° sont inférieures a ~0,8
kcal/mol. Une telle transition peut expliquer la mobilité élevée de la partie Tol de 308, tel que

nous le verrons dans les chapitres suivants.

3. Validation de la paramétrisation

Une premiere étape de validation a consisté a aligner la géométrie du ligand entier optimisée
en MM par la méthode ABNR soit sur la géométrie optimisée en HF/6-31G*, soit sur la géo-
métrie tirée de la structure cristallographique (figure 3.13). Apres ces alignements, des calculs
de déviations moyennes des positions atomiques (RMSDs) afin de quantifier les déviations des
positions atomiques du ligand et de ses parties ont été réalisés.

Sur la figure 3.13 p. 72, les géométries optimisées par MM pour les deux ligands présentent
de 1égeres différences avec la géométrie optimisée en HF/6-31G*. La valeur de RMSD corres-
pondante pour I’ensemble des atomes lourds du ligand s’élevent a 0,63 et 1,28 A, respectivement
pour 8 et 308. En analysant les RMSD pour les parties du ligand, nous constatons que les dévia-
tions les plus importantes sont dues aux parties iPe et iBu respectivement de 8 et 308 (valeurs
de RMSD respectivement de 1,2 et 2,2 A). A T'inverse, les parties de cceur des deux ligands
sont celles qui dévient le moins par rapport a la géométrie optimisée en HF/6-31G* (valeurs de
RMSD respectivement de ~0,4 et ~0,7 A).

Contrairement a ce qui est observé pour 1’alignement précédent, lorsque la géométrie du
ligand optimisée en MM est alignée sur la géométrie tirée de la structure cristallographique, les
déviations sont plus faibles. Pour les atomes lourds du ligand, les valeurs de RMSD sont égales
a ~0,5 A dans les deux ligands tandis que les déviations maximales des positions des parties
périphériques des ligands sont proches de 0,6 A (pour Phl de 8 et Ethe de 308).

Contrairement a nos attentes, ces résultats indiquent que les parametres optimisés pour les
deux ligands permettent d’obtenir des géométries qui s’approchent plus des géométries tirées

des structures cristallographiques, ceci est particulierement vrai pour le ligand 308.

Une deuxieme étape de validation a consisté a confronter les données issues des simulations
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des complexes FKBP12-8 et FKBP12-308 (structure du ligand, sa mobilité, sa position globale
dans le site de fixation, ses interactions) a la structure cristallographique correspondante. Tous

ces aspects sont présentés dans le chapitre suivant.
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FIGURE 3.5 — Structures des molécules modeles de 8 (A) et 308 (B) utilisées pour la déter-
mination des nouveaux parametres. Pour les molécules modeles M81 et M3081 utilisées pour
I’optimisation des charges partielles des atomes soulignés, les atomes d’hydrogene entourés
remplacent les parties manquantes du ligand.
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FIGURE 3.6 — Alignement des molécules modeles M81 utilisées pour I’optimisation des charges
partielles des atomes de ce modele pour lequel la numérotation est identique a celle de 8 sauf
pour les atomes H9, H10, H11, H21 et H22. Les atomes dont les charges doivent étre paramé-
trées en utilisant le modele M81 sont soulignés sur la figure 3.5 (A), sauf I’atome 8-O1 (voir
figure 3.7). L’alignement des modeles optimisés en HF/6-31G* (foncé) et en MM (clair) est re-
présenté sous deux angles de vue. Seuls les noms des atomes du modele optimisé en HF/6-31G*

ont été représentés pour plus de clarté.

FIGURE 3.7 — Alignement des modeles simplifi€és M81’ utilisés pour I’optimisation de la charge
partielle de I’atome 8-O1. L’alignement des modeles optimisés en HF/6-31G* (foncé) et en MM
(clair) est représenté sous deux angles de vue. Seuls les noms des atomes du modele optimisé

en HF/6-31G* ont été représentés pour plus de clarté.
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FIGURE 3.8 — Alignement des molécules modeles M3081 utilisées pour 1’optimisation des
charges partielles des atomes de ce modele pour lequel la numérotation est identique a celle
de 308 sauf pour les atomes H98 et H99. Les atomes dont les charges doivent €tre paramétrées
en utilisant le modele M3081 sont soulignés sur la figure 3.5 (B). L’alignement des modeles
optimisés en HF/6-31G* (foncé) et en MM (clair) est représenté sous deux angles de vue. Seuls

les noms des atomes du modele optimisé en HF/6-31G* ont été représentés pour plus de clarté.
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FIGURE 3.9 — Alignement des profils d’énergie potentielle HF/6-31G* et MM en fonction de la

variation de I’angle de valence C'3 54— C5 (A)ou N7 588~ (17 (B).
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FIGURE 3.10 — Profils énergétiques pour les angles diedres des liaisons C17-C16, C16-C15,
C24-C15, C15-01, C1-C2, N7-C8, C8-C9, et C9-C10 du ligand 8. En croix, les profils énergé-
tiques obtenus lors des calculs avec la méthode HF/6-31G*. En étoile, les profils énergétiques
obtenus pour les calculs MM apres optimisation des nouveaux parametres d¢ CHARMM?22. En
losange, les valeurs d’énergie obtenues par un calcul d’énergie au niveau MP2/6-31G* sur les
structures des points selles. Les valeurs d’énergie MP2/6-31G*//HF/6-31G* ont été reportées
sur ’axe des ordonnées a droite (pour des raisons de lisibilité, certaines valeurs ne sont pas
indiquées). Les valeurs mesurées dans la structure cristallographique sont encadrées. Pour C1-

C2, la valeur choisie pour démarrer le scan correspond a la valeur mesurée sur la géométrie du

ligand optimisée en HF/6-31G*.
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FIGURE 3.11 — Profils énergétiques pour les angles diedres des liaisons C31-O3, C30-C15, C15-
N1, C1-C2, C3-S4, N7-S8 et C17-S8 du ligand 308. En croix, les profils énergétiques obtenus
lors des calculs avec la méthode HF/6-31G*. En étoile, les profils énergétiques obtenus pour
les calculs MM apres optimisation des nouveaux parametres de CHARMM?22. En losange, les
valeurs d’énergie obtenues par un calcul d’énergie au niveau MP2/6-31G* sur les structures des
points selles. Les valeurs d’énergie MP2/6-31G*//HF/6-31G* ont été reportées sur 1’axe des
ordonnées a droite (pour des raisons de lisibilité, certaines valeurs ne sont pas indiquées ; de

méme pour I’axe des abscisses). Les valeurs mesurées dans la structure cristallographique sont

encadrées.

C31-03 C30-C15

rrrrrrrrrr1rrr1rrr1rr1 11 1T T 11 10
g L HF —+—

MP2 4

rT 1T 17 1T T 1T T T 11T 1T 1T 1T T 0T T T T
HE ——

J76 7 A MP2 &

Energie potentielle (kcal/mol)

Energie potentielle (kcal/mol)

Angle (degré) Angle (degré)

NIC15 C2-C1

L L e 6 T T
HF ——

MP2 @
A MM —x—
PR

|
‘
i
|
‘

rrrrrrr1rrr1rr1r 1111 rrT
. HF

8.1

Energie potentielle (kcal/mol)
Energie potentielle (kcal/mol)
W

11
%

Angle (degré)

Angle (degré)

69



-

CHAPITRE 3. PARAMETRISATION DU CHAMP DE FORCE CHARMM?22

N7-58

C3-S4

(fow/Teay) afenudjod a13roug

oo % oo g
= o + -— S ©
i T TT T T Tl T T4
- X .
s ﬂr —
HI\‘\\ o - ]
. T — -
¥
L e
| L |
=5 /er(/\ 8 2=
b P —— -
B & 4
= ool

L i — -
&5 — =% ““A‘//l/ at
# * + I
. e -
Lo W & |
= I L 1 I T— 1
=% -] ~ =] v < en (] — (=1

£7T6C
€79¢
£TeT
£70C
€TLl
jrazg!
[yan!
€8

€S

€

LLe

\LL9-

LL6™

LLel-
LLST-
LL8T-
LLIC-
LLye
LLLT-
LLOg"
LLees
LL9¢-
L L6E"
LLty-

1's6
1os
1'so
ros
ree
1oc
e

66"

(Tour/eoy) a[fenuajod a151oug

6V
6°6¢
6vs-
6°69-
678
666"

Angle (degré)

Angle (degré)

C17-S8

(jouwy/peay) arfenusjod arSiaug

L LS

iiea

L Ly
LTIy
L L6E
L'T8E
LL9¢
L'Tse
LLege
L'Tee
L LOE
L'T6T
LLLT
L'T9T
LLyT
L'TET
LLIT
LT0t
LL81
LTLl
LLST
Loyl
LLat
Lelt
L'Le

Angle (degré)

70



CHAPITRE 3. PARAMETRISATION DU CHAMP DE FORCE CHARMM?22

Iz

30
25
20
15
10

Energie
(kcal/mol)

Angle 04-C9-C10-C11 (degré)

-100 -50 0 50 100 150 200 250

Angle N7-C8-C9-C10 (degré)

_ MM
Y

=1

)

E 100

-

Y

O %

S

-

U 0

A

U -50

1 ;

-+ Energie
O (kcal/mol)
=

o0

=

-

=100 =50 0 50 100 150 200 250

Angle N7-C8-C9-C10 (degré)

FIGURE 3.12 — Scan optimisé de la rotation autour des liaisons covalentes C8-C9 et C9-C10 du

ligand 8.
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FIGURE 3.13 — Alignement de la géométrie du ligand 8 (A) et du ligand 308 (B) optimisée par
MM (atomes de carbone en gris) sur la géométrie optimisée en HF/6-31G* (atomes de carbone
en noir ; structure a gauche) et sur la géométrie tirée de la structure cristallographique (atomes

de carbone en noir ; structure a droite).
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Chapitre 4

Les états complexés FKBP12-8 et
FKBP12-308

A T’issue du mécanisme de complexation moléculaire, un état stable se forme par interac-
tion entre la protéine et son ligand. Cet état est appelé complexe moléculaire ou état complexé
(EC). 11 est possible d’obtenir les structures d’un état complexé par des méthodes expérimen-
tales telles que la cristallographie par diffraction des rayons X ou la résonnance magnétique nu-
cléaire (RMN). Ces structures permettent d’obtenir des informations sur les positions relatives
des atomes et sur les interactions formées entre les deux partenaires. Les structures expérimen-
tales des complexes peuvent servir de structures initiales pour les simulations de dynamique
moléculaire. Ces simulations permettent parfois d’obtenir des informations plus détaillées sur
les mouvements des molécules ainsi que sur leurs interactions.

Dans la présente étude, des simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées a par-
tir des structures cristallographiques des complexes FKBP12-8 et FKBP12-308 (codes PDB
respectifs 1FKG et 1J41). Dans cette étude, une distinction a été faite entre les structures cris-
tallographiques des complexes FKBP12-8 et FKBP12-308 (nommées respectivement SC1 et
SC2 dans la suite) qui présentent une vue figée des complexes et les ensembles de structures
obtenues lors des simulations de ces complexes qui permet d’échantillonner la surface d’énergie
libre correspondant aux deux états complexés. Ces ensembles de structures sont nommés res-
pectivement EC1 et EC2 dans la suite. Dans un premier temps, des simulations des deux états

complexés EC1 et EC2 ont été réalisées afin (i) de valider les parametres optimisés pour les

73



CHAPITRE 4. LES ETATS COMPLEXES FKBP12-8 ET FKBP12-308

deux ligands et (ii) de valider une procédure de simulation combinant la méthode de dynamique
moléculaire de Langevin (LD) [33] et le modele de solvatation implicite Effective Energy Func-
tion 1 (EEF1) [34]. Dans un deuxieme temps, des simulations des deux états complexés ont
été réalisées en utilisant la méthode Stochastic Boundary molecular Dynamics (SBD) [35] qui
utilise une représentation explicite de la solvatation des états complexés. En regle générale, des
simulations utilisant des représentations explicites du solvant donnent des résultats plus précis et
plus proches des données expérimentales que celles utilisant des représentations implicites [84].
De ce fait, une comparaison des états complexés obtenus par les types de simulation LD et SBD,
ainsi qu’une comparaison des données associées a ces simulations avec les données expérimen-
tales, a été utilisée pour valider notre procédure de simulation LD. Les simulations LD ont été
dans un dernier temps utilisées dans la procédure d’expulsion du ligand afin de caractériser des
états intermédiaires formés au cours de ce processus de décomplexation et qui seront présentés
chapitre 5 p. 119.

Dans ce chapitre, les méthodes utilisées pour simuler les états complexés EC1 et EC2 sont
d’abord détaillées. Puis, les résultats des analyses effectuées sur I’ensemble des structures cor-

respondant a chaque état complexé sont présentés.

1. Procédure de simulation des états com-

plexés EC1 et EC2

Les structures cristallographiques, nommées SC1 et SC2 respectivement pour FKBP12-8
et FKBP12-308 (codes PDB respectifs 1FKG et 1J4I), qui ont été utilisées pour réaliser les
simulations moléculaires ont nécessité des ajustements, en raison de 1’absence ou de positions
erronées pour certains atomes [85]. Ces ajustements ont été effectués afin d’obtenir, apres simu-
lation, des états complexés stables dont les caractéristiques structurales sont en accord avec les
données expérimentales.

Dans cette section, les préparations des structures initiales des complexes FKBP12-8 et
FKBP12-308 (nommées SI1 et SI2) utilisées au départ des simulations des états respectifs EC1

et EC2 sont détaillées. Ensuite, les parametres ainsi que la procédure pour les simulations LD
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et SBD conduisant a I’obtention des états complexés sont décrits.

1.1. Préparations des structures initiales SI1 et SI2

Les structures expérimentales SC1 et SC2 ont été caractérisées a une résolution élevée (infé-
rieure ou égale a 2 A). Malgré cela, ces structures présentent certains défauts qui ont été corrigés.
A une résolution avoisinant 2 A, les positions des atomes ne sont pas parfaitement déterminées.
Notamment, les positions déterminées pour les molécules d’eau proches du complexe sont sou-
vent incorrectes et les atomes d’hydrogene peuvent étre manquants dans la structurecristallogra-
phique. Ainsi, comme dans la plupart des études, nous avons choisi d’éliminer I’ensemble des
molécules d’eau présente dans les structures cristallographiques des complexes. Afin d’ajouter
les atomes d’hydrogene manquants dans les structures SC1 et SC2, I’outil AddH implémenté
dans Chimera [86] et la méthode hbuild implémentée dans le programme CHARMM ont été
utilisés respectivement pour obtenir SI1 et SI2. Les atomes d’hydrogene de SI1, présentés dans
le tableau 4.1, ont été réorientés manuellement afin d’optimiser la formation de réseaux de liai-
son hydrogene fournis par une analyse de la structure SC1 par le serveur Whatif ¢ [87]. Pour
SI2, aucun atome d’hydrogene n’a été réorienté puisque le placement automatique a permis de
former les réseaux de liaison hydrogene attendus par 1’analyse de SC2 par Whatif.

Pour SI1, les positions des chaines latérales des résidus Glu31, Lys35, Phe46, Glu60, Glu61,
Asp79, Tyr80 et Phe99 (voir figure A.1 p. 205 en Annexes) ont di étre modifiées afin : (i) soit
de réduire les recouvrements que formaient les spheres de van der Waals de certains de leurs
atomes, (i1) soit de permettre de former de nouvelles liaisons hydrogenes pour optimiser les
réseaux de liaisons hydrogenes, (iii) soit d’éviter la formation d’interaction pouvant contribuer
a la déformation de la structure de FKBP12 (vide infra). Afin de générer d’autres conformations
pour les chaines latérales, la librairie de rotaméres de Dunbrack [88] a été utilisée”. En plus
de staisfaire les criteres ci-dessus exposés, les conformeres ont été choisis par similarité avec
ceux trouvés dans d’autres structures expérimentales de FKBP12. Le tableau 4.2 présente les

atomes des chaines latérales dont les positions ont été modifiées ainsi que les raisons de ces

a. http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html
b. Dans le programme Chimera, 1’outil Rotamers permet de sélectionner la librairie de rotameres et le résidu

pour lequel un nouveau rotamere est sélectionné.
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TABLEAU 4.1 — Liste des atomes d’hydrogene de SI1 qui ont été manuellement réorientés afin :
(i) d’optimiser la formation des réseaux de liaisons hydrogenes observés apres analyse de la
structure de SC1 par le serveur Whatif, (ii) de réduire les recouvrements entre les spheres de
van der Waals des atomes, ou (iii) d’éviter de former des interactions qui peuvent contribuer a

la déformation de la structure de FKBP12.

Atome d’hydrogene réorienté  Partenaire d’interaction

Thr6-H"! GIn70-N¢2 (d)
Thr14-H7! Asp11-092 (@)
Tyr26-H" Asp37-092 ()
Tyr26-H" (¢) Argd2-N">_H
Thr27-H"! (¢) Ser38-H”
Ser38-H? Thr27-071 (#)
Ser39-H” (¢) Tyr26-N-H
His25-N°1_H
Ser67-HY GIn70-0¢! (0)
Thr75-H"! Glu5-0¢2 (a)
Ser77-H” Asp79_051 (a)
Tyr80-H" Glu61-0¢! (@)
Thr96-H"! Glu31-0¢! (¢)

Glu31-0¢2 (¢)

a. Laliaison hydrogéne a été créée.
b. La liaison hydrogene présente dans la structure cristallographique a été renforcée.
c. L’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle a été réorienté afin de permettre de former une liaison

hydrogene entre 1’atome d’oxygene de ce groupement hydroxyle et le partenaire.
d. L’atome d’hydrogene a été éloigné de ce partenaire afin de réduire le recouvrement entre les spheres

de van der Waals observé dans la structure cristallographique.
e. L’atome d’hydrogene a été éloigné de ce partenaire afin d’éviter la formation d’une liaison hydrogene

qui contribue a la déformation de la structure de FKBP12 durant les simulations en solvatation implicite.
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modifications . D’apres des résultats préliminaires de simulations LD de EC1 et de EC2, nous
avons pu déterminer que la position de la chaine latérale du résidu Glu31 observée dans chacune
des structures cristallographiques €tait en partie responsable de 1’apparition d’une déformation
de la structure de la zone Tyr82-Ala95, appelée boucle 80 (voir figures 1.1, 4.1 (A) et (B),
et sous-section 1.2. p. 79). La modification du rotamere pour cette chaine latérale a donc été
nécessaire. Pour les simulations LD de EC2, seule la position de la chaine latérale du résidu
Glu31 a été modifiée pour préparer SI2.

Dans SC2, le ligand 308 ne contient pas les atomes du groupement éthyle 1ié a 1’atome
308-03 de la partie Ethe (figure 3.3 p. 36). Pour obtenir SI2, les atomes de carbone et d’hy-
drogene manquants ont été reconstruits et positionnés en utilisant les outils de modification de
structure implémentés dans Chimera. Toutefois, cette reconstruction ne garantit pas que la po-
sition obtenue correspond a celle qui serait observée expérimentalement. Afin de tester neuf
positions différentes pour ce groupement éthyle, les constructions ont été effectuées en faisant
varier 1’angle diédre correspondant 2 la rotation autour de la liaison covalente C31-O3. A partir
de ces neuf positions différentes et en fixant les positions de tous les atomes sauf ceux du grou-
pement €thyle, une minimisation de chaque structure SI2 créée a été suivie de simulations de
dynamique moléculaire. Pour 1’étape de minimisation, les positions du groupement C32-C31
ont été optimisées par minimisation de 1’énergie en utilisant la méthode steepest descent (SD)
avec une tolérance de gradient de 0,001 kcal/mol.A~! suivi de la méthode des gradients conju-
gués (CG) avec une tolérance de gradient de 0,001 kcal/mol.A~'. Pour I’étape de simulation,
une période de 600 ps de chauffage a permis d’amener le systeme a une température de 300 K
suivie de 20 ps d’équilibration a cette température. Enfin, pour chacune des neuf positions pour
le groupement éthyle initialement créées, deux productions indépendantes de 100 ps a 300K
ont permis de générer différentes positions de ce groupement. Chacune des dernieres structures
issues des 18 productions a ensuite été optimisée par minimisation de I’énergie en utilisant la
méthode Adopted-Basis set Newton-Raphson (ABNR) avec une tolérance de gradient de 0,05
kcal/mol. A", Apres I’optimisation du groupement éthyle de ces 18 structures, la structure SI2

sélectionnée était celle associée a 1’énergie minimale.

c¢. Les réorientations manuelles de certains atomes d’hydrogeéne des chaines latérales qui ont été modifiées dans

SI1 ont été réalisées apres la sélection de nouveaux rotameres.
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TABLEAU 4.2 — Nouveaux rotameres pour les chaines latérales des résidus Glu31, Lys35,
Phe46, Glu60, Glu61, Asp79, Tyr80 et Phe99 de SI1 sélectionnés a partir de la librairie de
rotameres de Dunbrack afin : (i) de permettre la formation de nouvelles liaisons hydrogenes, (ii)
de réduire les recouvrements entre les spheres atomiques de van der Waals dans SC1, ou (iii)
d’éviter la formation de liaisons hydrogenes participant a la déformation de la boucle 80 lors

des simulations LD de ECI.

Atome du nouveau rotamere  Partenaire d’interaction

Glu31-0°! Thr96-H?! (4)

Glu31-0¢? Thr96-H7* (4)
Thr96-H (¢)

Lys35-N¢-H Aspd1-0°%t (@)

Asp41-092 ()

Phe46-C*? ligand-C4 (¢)
Phe46-C¢ ligand-C5 (¢)
Glu60-0¢! Gly51-H (@)
GIn53-H (@)
Glu60-0¢2 Gly51-H (@
Glu61-0 Arg57-Ne-H (@)

Arg57-N"?_H ()

Asp79-0%1 Ser77-HY (®)
Tyr80-H" Glu61-0¢! ()
Phe99-C<2 8-C8 (¢)
Phe99-C¢ 8-03 (©)

a. La liaison hydrogene a été créée.
b. Laliaison hydrogene présente dans la structure cristallographique

a été renforcée.
c. Lerecouvrement entre les spheres de van der Waals de ces atomes

a été réduit ou supprimé.
d. Ces atomes ont été éloignés afin d’éviter ou de réduire la défor-

mation de la boucle 80.
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Pour finir, d’apres les résultats de I’analyse des structures cristallographiques par Whatif,
les positions des atomes O et N°? du résidu GIn70 observées dans SC1 ainsi que celles des
atomes 0! et N°2 du résidu Asn43 et des atomes O et N2 du résidu GIn53 observées dans
SC2 ont été échangées. Les résidus histidine dans SI1 et SI2 sont déprotonés, excepté le résidu
His25 de SI1 qui est protoné afin de permettre la formation de deux liaisons hydrogenes avec les
résidus Ser39 et Asn43. Pour les résidus d’histidine déprotonés, les tautomeres e ont été choisis,
excepté pour le résidu His25 de SI2 afin de permettre des liaisons hydrogenes, tel qu’indiqué

par I’analyse de SC2 par Whatif.

1.2. Simulations des états complexés EC1 et EC2

Les simulations de dynamique moléculaire permettant d’obtenir des états complexés stables
ont été effectuées en utilisant deux types de simulation : LD et SBD ¢. Les détails des parametres
et de la procédure de simulation LD et SBD sont présentés dans les sous-sections respectives

1.2.1.et 1.2.2. p. 82.

1.2.1. Simulations LD

Pour les simulations LD, plusieurs tests préliminaires ont conduit a un ajustement des pa-
rametres de simulation. Premierement, la méthode de shift de I’énergie électrostatique a été
utilisée pour réduire les interactions électrostatiques entre 7 A et 9 A. Deuxiemement, la mé-
thode LD utilise un coefficient de friction (voir les détails sur le parametre v de I’équation 2.10
p. 19) qui permet de prendre en compte les effets du solvant. Plus ce parametre est élevé, plus la
mobilité des atomes est limitée ¢. Afin de choisir la valeur du coefficient de friction permettant
d’obtenir des résultats de simulation en accord avec les données expérimentales, les valeurs de

10 et 60 ps~*/ ont été testées. Les tests préliminaires de simulation LD de EC1 ont montré une

d. Toutes les simulations ont été effectuées en utilisant le programme CHARMM et le champ de force
CHARMM22 contenant les parametres qui ont ét€¢ développés dans cette étude pour les ligands 8 et 308 (voir

section 2. p. 35).
e. L'utilisation d’une valeur nulle pour le coefficient de friction lors de I’utilisation de la méthode LD équivaut

a I’utilisation d’une méthode de dynamique moléculaire classique.
f. La valeur de 60 ps~! correspond approximativement a la fréquence de collision des molécules d’eau 2

température ambiante (300 K) [53].
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conservation des structures des deux partenaires ainsi que de leurs contacts intermoléculaires
seulement lors de I’utilisation de la valeur de 60 ps~!. Toutefois, dans tous les cas, les tests
préliminaires de simulation LD de EC1 et EC2 révelent la déformation de la zone Tyr82-Ala95,
appelée boucle 80 (voir sous-section 1.2. p. 79). Afin d’éviter ou de réduire la déformation de la
boucle 80, en plus de la sélection d’un nouveau rotamere pour la chaine latérale du résidu Glu31
(tableau 4.2), les chaines latérales des résidus Glu31 et Lys34 ont été éloignées des résidus [1€90
et Thr96 lors des simulations LD en utilisant sur certianes distances des contraintes NOE dé-
finies avec le programme CHARMM (section 1.2. p. 18). Ainsi, durant les optimisations des
structures par minimisation de 1I’énergie et au cours des simulations LD (comprenant les simu-
lations de décomplexation - voir sous-section 5 p. 119), les valeurs des distances séparant les
atomes des couples Thr96-O- - - Glu31-H, Glu31-O. .- Thr96-0"!, Glu31-O¢- - - Thr96-O",
Glu31-O2. .- Thr96-N, et 11e90-O- - - Lys34-N¢ ont été maintenues au-dessus de leurs valeurs
mesurées dans chaque structure cristallographique (pour SC1 respectivement 3,3, 8,8, 8,1, 8,1
et 6,4 A ; pour SC2 respectivement 3,3, 8,7, 8,0, 7,9 et 10,6 /0%). L’ensemble de ces contraintes est
appelé par la suite ensemble CNTR1. En outre, la structure de la boucle 80 dans les états com-
plexés peut étre stabilisée en empéchant la formation d’une liaison hydrogene non-native entre
les atomes Tyr82-O et Thr85-H formée a cause de I’absence de deux molécules d’eau situées
dans la structure de cette boucle [89]. De ce fait, une contrainte NOE additionnelle, désignée
CNTR?2, a été utilisée afin de conserver la distance séparant les atomes Tyr82-O et Thr85-H
entre 2,4 et 2,7 A pour EC1 et entre 2,8 et 3,5 A pour EC2 lors de I’optimisation des structures
par minimisation de I’énergie jusqu’a la premiere période d’équilibration (vide infra).

La procédure de simulation LD des états complexés est précédée par une optimisation par
minimisation de 1’énergie des structures SI1 et SI2 (sous-section 1.1. p. 75). Cette optimisation
se décompose en trois étapes. Au cours de la premiere étape, seuls les atomes d’hydrogene sont
optimisés par la méthode SD en utilisant des contraintes harmoniques de 100 kcal/mol/A? afin
de fixer la position des autres atomes. Pour la deuxieme étape, la structure du complexe est
soumise a plusieurs optimisations utilisant la méthode CG au cours desquelles une diminution
graduelle des contraintes harmoniques (de 100 2 0 kcal/mol/A? par pas de 5 kcal/mol/A?) fixant
les positions des atomes des chaines latérales de la protéine et des parties périphériques du

ligand Phl, Ph2 et iPe pour 8 et Ethe, iBu et Tol pour 308. Finalement, durant la troisiéme
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TABLEAU 4.3 — Ensemble de contraintes CNTR3. Les valeurs de R,,;,, et R,,,,, utilisées pour
ces contraintes correspondent respectivement a d x4, —0, 3Aetd Xray+0, 3Aoud Xray TEPrésente

la valeur de la distance mesurée sur SC2 (en A).

Paire d’atome dxray

49-0- - - 54-N (@) 52
49-0- - - Glu60-O°" () 4]
54-N- - - Glu60-O°! (4 5]

57-N---81-0 (») 57

69-0- - - 102-0¢2 (») 4,7

82-N---95-0 (») 53

83-0---92-0 ) 4,8

a. La distance séparant les atomes a été contrainte afin de simuler la
présence de la molécule d’eau Wat3 déterminée dans 1’étude de Szep et

al. [90].
b. Ladistance séparant les atomes de la paire a été contrainte afin de

simuler la présence d’une des molécules d’eau déterminée dans I’étude
de Van Duyne et al. sur les complexes formés par FKBP12 avec FK506

et avec la rapamycine [89].

étape, la méme procédure d’optimisation que lors de la deuxieme étape est utilisée pour les
atomes restants, i.e. le squelette de la protéine et le cceur du ligand (contraintes diminuées de 100
a 0 kcal/mol/A? par pas de 5 kcal/mol/A?). Pour I’optimisation des structures par minimisation
de I’énergie, les ensembles de contraintes CNTR1 et CNTR2 ont été utilisés pour les deux
états complexés. Pour EC2 uniquement, les contraintes présentées dans le tableau 4.3 ont été
utilisées. Ces contraintes permettent de compenser 1’absence des molécules d’eau explicites
qui pourraient notamment étre présentes au milieu des boucles 80 et 50 afin de stabiliser leur
structure [89].

Pour les simulations LD des états complexés, 1’ensemble des contraintes utilisées dans la
procédure de simulation est résumée dans le tableau 4.5. Chaque structure optimisée par mini-

misation de I’énergie a d’abord été chauffée en assignant des valeurs initiales pour les vecteurs
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de vitesse atomique puis les normes de ces vecteurs ont été ajustées par une méthode de scaling
directe de sorte a obtenir, apres 600 ps, des vitesses qui correspondent a un systeme évoluant
a une température de 300 K ; différentes valeurs aléatoires ont été utilisées pour la distribu-
tion initiale des vitesses de sorte a obtenir quatre simulations indépendantes pour EC1 et six
simulations indépendantes pour EC2. Les ensembles de contraintes CNTR1 et CNTR2 ont été
utilisés durant la procédure de chauffage pour les deux états complexés. Pour EC2 uniquement,
I’ensemble CNTR3 a de plus été utilisé. Des contraintes supplémentaires ont été utilisées afin
de stabiliser les structures générales des structures lors du chauffage (ensemble de contraintes
CNTR4 du tableau 4.4). La procédure de chauffage a été suivie par deux équilibrations de 500
ps chacune a 300 K. Lors des simulations d’équilibration, les normes des vecteurs de vitesse
atomique sont réajustées afin d’éviter que la température ne s’écarte de plus de 10 K par rapport
a 300 K. Au cours de la premiere période d’équilibration, les mémes ensembles de contraintes
NOE que pour la procédure de chauffage sont appliqués. Pour la seconde période d’équilibra-
tion et pour la production, les ensembles de contraintes CNTR1, CNTR2 et CNTR3 ont été
utilisés pour EC2 alors que seul I’ensemble CNTR1 a été utilisé pour EC1, comme résumé dans
le tableau 4.5.

Les simulations LD de EC1, appelées LD1, ont permis d’obtenir 15,5 ns de simulation, soit
4, 3, 5 et 3,5 ns respectivement pour les simulations LD11, LD12, LD13 et LD14. De la méme
facon, les simulations LD de EC2, appelées LD2, ont permis d’obtenir 53 ns de simulation, soit
10, 10, 6, 3, 8, 6 et 10 ns respectivement pour les simulations LD21, LD22, LD23, 1.D24, LD25,
LD26 et LD27 (voir tableau 4.6 p. 85).

1.2.2. Simulations SBD

Afin de réaliser les simulations SBD des états complexés, apres avoir effectué les prépara-
tions présentées dans la section 1.1. p. 75, le centre de chaque complexe a été positionné au
centre d’une sphere de 25 A contenant des molécules d’eau de type TIP3P [72, 91]. La taille de
cette sphere est suffisante pour obtenir au minimum une couche d’eau tout autour du complexe.
Les molécules d’eau superposées aux atomes du ligand ou de la protéine ont été supprimées sur
la base des recouvrements entre leur sphere de van der Waals. La fonction de switch entre 11

et 14 A a été utilisée afin de diminuer la force et I’énergie respectivement pour les interactions
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TABLEAU 4.4 — Ensemble de contraintes CNTR4. Les valeurs de R,,;,, et R, utilisées pour

ces contraintes correspondent respectivement a dx,qy — 0, 4Aet dx,q, + 0,4A00 dx;qy corres-

pond s0it & dxyqy1 SOIt & d xray2. Axray1 €t dxray2 représentent les valeurs de distance qui ont été

mesurées respectivement dans SC1 et SC2 (en A).

Paire d’atomes dxrayt  dxray2
Glu5-O¢2. . . Thr75-H* (@) 1.9 7.5
Aspl1-0°'. .. Argl3-H (@) 1,9 2,1
Aspl1-0°... Thr14-H () 1,8 1,8

Tyr26-0"- - - Argd2-H"22 (@) 20 2,0
Thr27-07. . . Ser38-H" (@) 1,9 3,0
Asp32-0°L. .. Lys34-H (@) 2,0 2,1

Asp37-091... Arg42-N" (@) 3] 32
Asp37-0%2. .. Tyr26-H" (@) 1,8 1,8

Asp37-0%2... Argd2-N"! (@) 29 3,1
Asp41-0%2. .. Lys35-N¢ (4) 2,8 2,8
Glu54-0O¢'- - - Lys52-N¢ (@) 2,9 4,1
Glu61-02. - - Arg57-H¢ (@) 2,2 2,3

Glu61-02. . - Arg57-H7! (@) 22 2,8
Glu61-0¢. . . Tyr80-H" (@) 1,9 43

a. La distance séparant les atomes a été

contrainte afin de stabiliser la structure de la protéine

en réduisant les fluctuations importantes des résidus

impliqués.

b. La distance séparant les atomes

a été

contrainte afin d’éviter ou de réduire la déformation

de la structure de la boucle 80.
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Paire d’atomes dxrayt  dxray2
Ser77-0- - - Tyr80-H (») 1,8 2,2
Pro78-O- - - Ala81-H () 2,1

Pro78-0- - - Gly83-H (¥) 2,0 1,8

Asp79-0%1...Ser77-HY () 18 1.8
Tyr82-O- - - Gly86-H (») 1,9 1,9
Gly83-0- - - His94-H (¥) 1,7 1,7
His87-0- - - 11e90-H (») 2,0 2,3
His87-0- - - 1le91-H (») 1,9 1,8
1e91-O- - - His87-H (») 2,0 1,7

8-02- - - 1le56-H (¢) 1,9

8-03- - - Tyr82-0"—-H () 1,7
308-O1- - - Tle56-H (4) 1,9
308-H1- - - Tyr82-0" (4) 2,6
308-02. - - Tyr82-0"-H (¢) 1,7

c. La distance séparant les atomes a été
contrainte afin de maintenir la position relative du

ligand 8 proche de celle observée dans SC1.
d. La distance séparant les atomes a été

contrainte afin de maintenir la position relative du

ligand 308 proche de celle observée dans SC2.
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TABLEAU 4.5 — Récapitulatif des ensembles de contraintes utilisés au cours des différentes

étapes de simulation des états EC1 et EC2.

EC1

EC2

Etape

LD1

SBD1

LD2

SBD2

Chauffage

CNTRI1, CNTR2,
CNTR4

CNTRI, CNTR2,
CNTR4, CNTRS

CNTRI1, CNTR2,
CNTR3, CNTR4

CNTRI1, CNTR2,
CNTR4, CNTRS

Equilibration 1

CNTRI1, CNTR2,

CNTRI, CNTR2,

CNTRI1, CNTR2,

CNTRI1, CNTR2

CNTR4 CNTR4, CNTRS | CNTR3, CNTR4 | CNTR4, CNTR5
Equilibration 2 CNTRI 0 CNTR1, CNTR2 0
CNTR3
Production CNTR1 0 CNTR1, CNTR2 0
CNTR3

électrostatiques et de van der Waals.

Les formes hydratées des structures SI1 et SI2 de la section 1.1. p. 75 ont été optimisées
par minimisation de I’énergie en quatre étapes. Lors de la premiere étape, seules les structures
des molécules d’eau ont été optimisées par minimisation de 1’énergie en utilisant la méthode
SD (avec une tolérance de gradient de 1 kcal/mol/A) tandis que les positions des atomes de la
protéine et du ligand ont été fixées. Au cours de la deuxieéme étape, les positions des atomes
du ligand et du solvant ont été contraintes tandis que la structure de la protéine a été optimi-
sée en utilisant la méthode SD (avec une tolérance de gradient de 0,5 kcal/mol/A). Durant la
troisieme étape, seules les contraintes sur les positions des atomes du solvant sont maintenues
tandis que les structures du ligand et de la protéine sont optimisées en utilisant la méthode SD
(avec une tolérance de gradient de 0,1 kcal/mol/A). Lors de la derniere étape d’optimisation,
tous les atomes du systeéme sont soumis a une minimisation de 1’énergie en utilisant la méthode
SD (avec une tolérance de gradient de 1 kcal/mol/A). Le systeme est ensuite chauffé en assi-
gnant les vitesses atomiques jusqu’a obtenir, apres 30 ps, des vitesses qui correspondent a un
systeme évoluant a une température de 300 K ; différentes assignations des vitesses initiales ont

été utilisées afin d’effectuer trois simulations indépendantes pour EC1 et six pour EC2. Du-
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TABLEAU 4.6 — Récapitulatif des temps de production pour les simulations LD et SBD des états

EC1 et EC2.

EC1 EC2
X=1 =2

LDX1 4 ns 10 ns

LDX2 3 ns 10 ns

LDX3 5 ns 6 ns

LDX4 3,5 ns 3 ns

LDX
LDXS5 0 8 ns
LDX6 0 6 ns
LDX7 0 10 ns
Total 15,5ns | 53 ns
SBDX1 5ns 4 ns
SBDX2 5 ns 7 ns
SBDX3 | S5ns Sns
SBDX4 0 4 ns
SBDX

SBDX5 0 4,48 ns

SBDX5 1] 3ns

Total 15ns | 27,5 ns
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rant la procédure de chauffage, les ensembles de contraintes CNTR1, CNTR2 et CNTR4 ont
été appliqués pour les deux états complexés. D’autres contraintes NOE ont été appliquées sur
tous les couples d’atomes entre le ligand et la protéine pour lesquels la distance de séparation
est inférieure ou égale a 5 A dans les structures cristallographiques respectives (ensemble de
contraintes CNTRS). L’ensemble de contraintes CNTRS a été appliqué afin de maintenir les
valeurs des distances a moins de 0,4 A de leurs valeurs mesurées dans les structures cristallo-
graphiques.

La procédure de chauffage a été suivie par deux périodes d’équilibration de durée respective
300 et 150 ps. Au cours des périodes d’équilibration, les vitesses atomiques sont réajustées afin
d’éviter que la température ne s’écarte de plus de 10 K par rapport a 300 K pour EC1 et EC2.
Les ensembles de contraintes CNTR1, CNTR2, CNTR4 et CNTRS ont été appliqués durant la
premiere période d’équilibration mais supprimés pour les simulations de la deuxieme période
d’équilibration et pour la production (voir tableau 4.5). Les simulations SBD de ECI, appe-
lées SBD1, ont permis d’obtenir 15 nanosecondes de simulation de cet état : 5 ns pour chaque
production indépendante SBD11, SBD12 et SBD13. Les simulations SBD de EC2, appelées
SBD2, ont permis d’obtenir environ 27,5 ns de simulation de cet état : 4, 7, 5, 4, 4,48 et 3 ns
respectivement pour les simulations SBD21, SBD22, SBD23, SBD24, SBD25 et SBD26 (voir
tableau 4.6).

2. Analyse des états complexés

Dans cette section, les résultats des simulations LD et SBD des deux états complexés sont
analysés. Afin de valider les types de simulation LD et SBD, les résultats obtenus pour chaque
type sont comparés aux données expérimentales. Les analyses comparatives concernent en par-
ticulier les structures de la protéine et du ligand et les interactions formées entre ces deux molé-
cules é. Pour chaque état complexé, en utilisant I’hypothese d’ergodicité, ces analyses compara-
tives sont basées sur des moyennes d’ensemble calculées a partir de I’ensemble des moyennes

temporelles issues des simulations. Sauf indication contraire, toutes les valeurs discutées sont

g. Les principaux résultats présentés pour les simulations LD et SBD de EC1 ont été publiés dans la revue

Journal of Chemical Theory and Computation [38].
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les moyennes d’ensemble.

2.1. Analyse des structures de FKBP12 et du ligand
dans EC1 et EC2

Pour les simulations LD et SBD, les structures des deux partenaires ont été analysées en
terme de : (i) déviations moyennes des positions atomiques par rapport a leurs positions dans
la structure cristallographique (RMSD), (i1) de fréquences de contact des liaisons hydrogenes
entre atomes du squelette de la protéine et (iii) de fluctuations des positions atomiques autour

des positions moyennes (RMSFs).

2.1.1. RMSD

Dans un premier temps, les RMSD des atomes C* de FKBP12 et des atomes lourds du ligand
ont été calculés apres alignement des atomes C* de chaque structure sur leur position dans la
structure cristallographique respective (appelées positions de référence). Le tableau 4.7 présente
les résultats des RMSD (i) pour I’ensemble des atomes C* de la protéine, (ii) pour les atomes
C“ des résidus du site de fixation du ligand, (iii) pour les atomes C* des résidus ne participant
pas au site de fixation du ligand, (iv) pour les atomes C* de chaque structure secondaire et de
chaque boucle, (v) pour I’ensemble des atomes lourds du ligand et (vi) pour ceux de chaque

partie du ligand.

Dans cette étude, le site de fixation des ligands 8 et 308 a FKBP12 a été défini par les résidus
dont au moins un des atomes lourds est distant d’un atome lourd du ligand d’au plus 4 A dans
la structure cristallographique. Ainsi, le site de fixation du ligand 8 dans SC1 est formé par les
résidus Tyr26, Phe36, Asp37, Phe46, Val55, 1le56, TrpS59, Tyr82 et Phe99 (figure 4.1 (a)). Dans
SC2, le site de fixation du ligand 308 est formé par les mémes résidus détaillés pour le site de
fixation de SC1 avec en plus les résidus GIn53, Glu54, His87, 11e90 et [1e91 (figure 4.1 (b)). Les
deux sites de fixation sont formés par une cavité principale dont le fond est formé par la chaine
latérale du résidu Trp59, et une cavité latérale formée par les chaines latérales volumineuses de
la région Tyr82-Ala95, région appelée boucle 80. De plus, cette boucle 80 participe au site de

fixation en s’enroulant autour de la cavité principale. Les positions des deux ligands dans leur
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TABLEAU 4.7 — Valeurs moyennes et écarts types des RMSD (A) pour les différents groupes d’atomes

de la protéine et du ligand apres alignement des atomes C® sur leur position de référence. Les régions

de la protéine formant les structures secondaires régulieres (G1-36, a1, hl et h2) ainsi que les boucles

sont discutées dans la sous-section 2.1.2. p. 92 et illustrées sur la figure 4.1. Les valeurs indiquées par

des étoiles sont considérées comme €levées et sont discutées dans le texte.

EC1 EC2
LDl SBD1 Différence LD2 SBD2 Différence
ce ILD1-SBD1I ILD2-SBD2I
Protéine 0,87 £ 0,08 | 1,02 4+ 0,08 0,16 0,98 + 0,04 | 1,80* + 0,10 0,82*
entiere
Tous les résidus
sauf ceux du 0,89 + 0,08 | 1,07 0,09 0,19 1,01 £0,04 | 1,88* + 0,10 0,88*
site de fixation
Résidus formant
le site 0,68 0,09 | 0,65 £ 0,03 0,04 0,78 £ 0,03 | 1,24 £0,23 0,46
de fixation
61 0,57 = 0,06 | 0,61 & 0,05 0,04 0,68 0,05 | 1,30 £ 0,37 0,62*
Boucle 10 0,95+ 0,16 | 1,14 4+ 0,59 0,19 1,22 + 0,26 | 2,60* £ 0,67 1,37*
64 0,49 + 0,02 | 0,47 £ 0,04 0,02 0,57 +0,01 | 091 +£0,13 0,34
Boucle 30 0,49 + 0,02 | 0,44 £+ 0,03 0,05 0,48 0,01 | 3,65* + 0,92 3,17*
85 0,50 + 0,04 | 0,42 £+ 0,03 0,08 0,49 £ 0,02 | 1,97* £ 0,51 1,47%
Boucle 40 1,21 £ 0,26 | 1,36 £ 0,01 0,15 1,38 £0,13 | 2,52* + 0,38 1,14*
hl 0,72 £ 0,07 | 0,75 £ 0,06 0,03 0,84 + 0,13 | 3,16* + 0,61 2,32%
66 1,33 £ 0,33 | 1,85% £ 0,12 0,52* 1,47 £ 0,26 | 0,92 £0,11 0,56*
Boucle 50 0,69 +0,07 | 0,58 £0,1 0,11 0,64 + 0,03 | 1,59* £ 0,37 0,95*
o 0,86 + 0,05 | 0,82 £ 0,04 0,04 0,92 £ 0,05 | 0,61 £0,05 0,31
Boucle 60 0,50 0,02 | 0,46 £+ 0,01 0,04 0,52 +0,02 | 1,18 £0,37 0,66*
62 0,91 £ 0,09 | 0,56 £ 0,05 0,35 0,93 +0,13 | 0,81 £0,16 0,11
h2 0,58 £ 0,02 | 0,51 0,02 0,07 0,59 £ 0,06 | 1,24 £0,11 0,65*
Boucle 80 1,38 £ 0,32 | 1,57* £ 0,01 0,19 1,56* £ 0,16 | 2,00* £ 0,16 0,44
63 1,00 £ 0,24 | 1,49 £0,45 0,49 1,61* £0,31 | 0,70 & 0,08 0,90*
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EC1 EC2

LD1 SBD1 Différence LD2 SBD2 Différence

Atomes lourds ILD1-SBD1I ILD2-SBD2I
Ligand 8 1,90%* £ 0,16 | 1,87* £0,17 0,03 1,59% £0,12 | 1,76* £ 0,13 0,16

ou 308

coeur 1,08 & 0,06 0,85 4+ 0,05 0,22 1,01 £ 0,04 | 0,87 £0,10 0,15
Ph1 ou Ethe 2,78% £ 0,27 2,88 + 0,35 0,10 1,77% £ 0,30 | 1,88* 4+ 0,33 0,11
Ph2 ou iBu 1,93* £ 0,22 | 1,79*% £ 0,29 0,14 2,24* + 0,39 | 2,43* 4+ 0,38 0,19
iPe ou Tol 2,15% £ 0,79*% | 2,20* &+ 0,88% 0,05 1,53*% £ 0,46 | 1,94* 4+ 0,24 0,40

site de fixation sont présentées sur la figure 4.1.

Pour la protéine dans son ensemble, les RMSD pour I’ensemble des atomes C* sont in-
férieures ou égales 4 1,5 A, ce qui correspond 2 des valeurs proches de celles typiquement
obtenues lors de simulation de dynamique moléculaire de protéine dont la structure initiale est
tirée d’une structure cristallographique [92]. La seule exception correspond a la valeur de 1,8
A obtenue pour les simulations SBD2. En découpant la protéine en deux régions, la premiére
correspondant aux résidus formant le site de fixation (voir figure 4.1), la seconde aux autres ré-
sidus, il apparait que les RMSD des atomes C* des résidus formant le site de fixation du ligand
sont inférieures a ceux des autres résidus pour ’ensemble des simulations de EC1 et EC2 (de
0,4 et 0,6 A pour, respectivement, les simulations SBD1 et SBD2).

Pour les simulations SBD2, les valeurs de RMSD qui sont les plus élevées sont observées
pour I’ensemble des atomes C* des résidus appartenant aux boucles 10, 30, 40 (entre 2,5 et 3,7
A). Pour les simulations SBD1 et LD2, les RMSD les plus élevés sont associés a la boucle 80
et a 33 pour LD2 et a la boucle 80 et a 36 pour SBD1.

Pour le cceur de chaque ligand, le tableau 4.7 indique un bon accord avec la structure cristal-
lographique (valeurs aux alentours de 1 A). En revanche, les parties périphériques des ligands
présentent des valeurs plus élevées allant de 1,5 a 2,9 A. Ces valeurs de RMSD élevées pour
les parties périphériques expliquent les valeurs élevées des RMSD pour I’ensemble des atomes

lourds du ligand (entre 1,6 et 1,9 A).
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A)
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C)
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FIGURE 4.1 — Structures cristallographiques des complexes (a) FKBP12-8 (SC1) et (b)
FKBP12-308 (SC2). Les structures secondaires de la protéine sont représentées en ruban (dé-
tails dans la sous-section 2.1.2. p. 92). Les brins 3 (brin 31 a brin (36), les hélices a (hélice «),
310 (hélice h2), ainsi que les zones de structures irrégulieres nommées hl et boucle 80 sont de
différentes couleurs. La surface de la protéine est également représentée en transparence. Les ré-
sidus dont un des atomes lourds forme dans la structure expérimentale un ou plusieurs contacts
(distance interatomique maximale de 4 A) avec le ligand sont également représentés. Ces ré-
sidus forment le site de fixation du ligand & FKBP12. Les liaisons hydrogenes 1le56-H- - - O2
et Tyr82-H"- - - O3 formées entre FKBP12 et le ligand 8 dans SC1, et Ile56-H- - - O1 et Tyr82-
H"- .- 02 formées entre FKBP12 et le ligand 308 dans SC2 sont indiquées par de minces lignes
vertes. (c) Assignation identique des structures secondaires de la structure de FKBP12 issues

des deux complexes SC1 et SC2 obtenues par I'utilisation du programme DSSP (sous-section

2.1.2.p. 92).
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Pour ECI, les valeurs de RMSD des simulations LD1 et SBD1 calculées pour les diffé-
rents groupes d’atomes de la protéine et du ligand sont similaires sauf pour les brins 32, 33
et 56. Pour EC2, les différences entre LD2 et SBD2 sont plus importantes mais uniquement
pour les mesures qui concernent la protéine (et non pour celles concernant le ligand), avec des
valeurs toutefois inférieures 2 2 A sauf pour les boucles 10, 30 et 40 ainsi que pour I’hélice h1.
Afin d’étudier plus en détail les structures secondaires et les boucles de la protéine, les liaisons

hydrogenes formées entre les atomes du squelette de FKBP12 ont été analysées.

2.1.2. Analyse des structures secondaires de FKBP12

Afin d’obtenir une description des structures secondaires de FKBP12, deux assignations
ont été effectuées en utilisant le programme DSSP [93], I’'une sur SC1 et I’autre sur SC2. Les
deux assignations sont identiques pour FKBP12 dans les deux structures cristallographiques
(lignes DSSP EC1/EC2 sur la figure 4.2). D’apres ces assignations, FKBP12 est composée de
six brins 3 (brins 51 a 36 sur la figure 4.1) formant un feuillet anti-parallele. Les brins 51, (52,
(3, B4, 35 et 56 sont respectivement constitués des régions Val2-Ser8, Arg71-1le76, Leu97-
Leul06, Thr21-Leu30, Lys35-Ser38 et Phe46-Met49. Le feuillet (3 s’enroule autour d’une hélice
a formée par les sept résidus de la région Arg57-Val63. Deux hélices courtes (h1 et h2), formées
par les régions Ser39-Arg42 et Pro78-Tyr80, sont également retrouvées dans la structure de
FKBP12 du c6té N-terminal de deux régions de la protéine connues pour étre tres mobiles, les
boucles 40 et 80 [28, 94, 95, 89, 96, 28, 97]. Au total, six boucles sont présentes afin de relier
les brins $1 et 54 (boucle 10 formée par la région Pro9-GIn20), les brins 4 et 35 (boucle 30
formée par la région Glu31-Lys34), les brins (35 et 56 (boucle 40 formée par la région Ser39-
Pro45; hl est ici compris dans la définition de la boucle 40), le brin 56 et I’hélice o (boucle
50 formée par la région Leu50-11e56), I’'hélice « et le brin 52 (boucle 60 formée par la région
Ala64-GIn70), et I’hélice h2 et le brin 33 (boucle 80 formée par la région Tyr82-Ala95). Les
assignations des structures secondaires de FKBP12 obtenues par le programme DSSP sont en
accord avec la description de ces structures donnée par Van Duyne et al. dans leur étude sur
les complexes FKBP12-FK506 et FKBP12-Rapamycine [89]. La description de Van Duyne et
al. a été partiellement reprise par Holt et al. dans leur étude sur le complexe FKBP12-8 [17],

sauf pour les régions Ser39-Arg42 et Pro78-Tyr80 (respectivement hl et h2). La région Ser39-
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Arg4?2, définie comme une hélice irréguliere par Van Duyne et al. et prédite comme une hélice
courte par DSSP, est considérée dans I’étude de Holt ef al. comme faisant partie de la boucle 40.
Dans la méme étude, la région Pro78-Tyr80, définie par Van Duyne et al. et prédite par DSSP

comme une hélice 31, est considérée comme faisant partie de la boucle 80 par Holt ef al.

La conservation des structures secondaires a été évaluée en suivant 1’évolution des liai-
sons hydrogenes formées entre des atomes du squelette de la protéine. Pour les structures is-
sues d’une simulation, la formation d’une liaison hydrogene a été vérifiée en utilisant les deux
criteres de contact suivants : (i) la valeur de la distance de séparation entre 1’atome d’hydro-
gene lié a atome d’azote et 1’atome d’oxygene ne doit pas dépasser 2,4 A, et (ii) la valeur
de I’angle O - " H — N doit étre comprise entre 120 et 240°. Pour chaque type de simulation
d’un état complexé, des moyennes d’ensemble pour chaque fréquence de contact sont calculées
pour chaque liaison hydrogéne a partir de ces mémes valeurs obtenues par simulation”. Par
exemple, pour obtenir la fréquence de contact pour la liaison hydrogene GIn3-H- - - Thr75-O
au cours des simulations LD1, la moyenne d’ensemble est calculée a partir des fréquences de
contact de cette liaison hydrogene obtenues pour les simulations LD11, LD12, LD13 et LD14.
Afin de pouvoir comparer les fréquences de contact des liaisons hydrogenes avec des données
expérimentales, les liaisons hydrogenes formées dans les structures cristallographiques respec-
tives entre les atomes du squelette de FKBP12 ont été recherchées en utilisant les criteres de
contact définis ci-dessus. Un total de 59 liaisons hydrogenes a été extrait de SC1 tandis que
le total s’éleve a 60 pour celles extraites de SC2, la différence provenant d’une liaison hydro-
gene, Ser38-0- - - Asp41-H, observée seulement dans SC2 (distance de contact de 2,33 et 2,71
A respectivement pour SC2 et SC1). La liste des liaisons hydrogenes extraites des structures
cristallographiques servira dans la suite de référence dans la comparaison avec les simulations.
Ces liaisons sont regroupées sous le nom d’ensemble de liaisons hydrogénes LHSC et sont
présentées dans le tableau A.8 page 206 en Annexes.

Les liaisons hydrogenes issues des simulations ont donc été comparées a celles de 1’en-

semble LHSC. Afin de simplifier les comparaisons, les fréquences de contact pour les deux

h. Pour une simulation, la fréquence de contact d’une liaison hydrogene est donnée comme le rapport entre le
nombre de structures ot les deux criteres de contact cités sont satisfaits pour cette liaison hydrogene et le nombre

total de structures de cette simulation.
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FIGURE 4.2 — Analyse des fréquences moyennes de contact des liaisons hydrogénes de I’ensemble LHSC pour
les simulations LD et SBD de EC1 (A) et de EC2 (B). Toutes les valeurs sont des moyennes d’ensemble calculées
pour les simulations d’un méme type et par résidu. L’assignation des structures secondaires effectuée par DSSP
sur EC1 et EC2 est indiquée afin d’évaluer la conservation des structures secondaires a partir de I’évolution des
liaisons hydrogeénes. Les acides aminés de la séquence de FKBP12 sont représentés en utilisant le code a une lettre.
Le code a une lettre d’un acide aminé formant des contacts avec le ligand (voir texte) est surligné en rose. Chaque
trait vertical bleu présent en dessous et/ou au-dessus d’un résidu d’acide aminé est associé a une liaison hydrogene
dans I’ensemble LHSC formée et qui peut €tre formée par le groupement C=0 et/ou par le groupement N-H de ce

résidu.
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ou trois liaisons hydrogenes impliquant les atomes du squelette d’'un méme résidu ont été re-
groupées en une valeur moyenne par résidu (figure 4.2). Par exemple, le résidu GIn3 forme
deux liaisons hydrogenes qui appartiennent a I’ensemble LHSC : GIn3-H- - - Thr75-0 et GIn3-
O- - - Thr75-H (tableau A.8 p. 206 en Annexes). Les fréquences de contact de ces liaisons hy-
drogenes dans les structures issues des simulations LD1 sont respectivement de 98,2 et 99,0 %.
Ainsi, pour le résidu GIn3, la fréquence reportée sur la figure 4.2 pour les simulations LD1 est

la valeur moyenne de 98,6 % (rectangle rouge).

De maniere générale, I’analyse de la figure 4.2 combinée avec celle du tableau présenté page
206 en Annexes, permet de faire ressortir que (i) les types de simulation LD et SBD donnent des
résultats similaires pour les deux états complexés et (ii) les simulations LD1 et SBD1 donnent
des résultats similaires a ceux obtenus pour les simulations LD2 et SBD2, notamment pour les
résidus des brins (3 et de I’hélice «, sauf cependant pour les résultats SBD2 du brin 1.

Les fréquences de contact des liaisons hydrogenes de 1I’ensemble LHSC pour les résidus des
structures secondaires régulieres (brins [ et hélice o) sont supérieures a 70 %, sauf pour les ré-
sidus Met49 et Gly62 (dans les simulations LD1, SBD1, LD2 et SBD2), le résidu Gly58 (dans
LD?2) et les résidus GIn3, Ile7, Ser8, Tyr26, Asp37 (dans SBD2). Seules les liaisons hydro-
genes Ser8-H- - - Arg71-0, Ser8-O- - - Arg71-H, Gly28-H- - - Asp37-0, qui aident a la cohésion
entre les brins 31 et 52 pour les deux premieres et entre les brins 34 et 35 pour la derniere,
sont perdues ou transitoires dans les simulations SBD2 (fréquences de contact respectives de
27, 35 et 39 %). Ces pertes peuvent expliquer les RMSD élevés pour les atomes C* des ré-
sidus des brins (31 et 35 obtenues pour les simulations SBD2 (tableau 4.7). Pour I'hélice o,
toutes les liaisons hydrogenes sont conservées sauf la liaison hydrogene Gly58-O- - - Gly62-H
qui est transitoire dans les simulations LD1 et LD2 uniquement (fréquences proches de 50 %).
La conservation de la structure de I’hélice o peut provenir, en plus de la conservation des liai-
sons hydrogenes Arg57-0- - - Glu61-H et Trp59-0O- - - Val63-H (fréquences supérieures a 90 %
pour LD1 et LD2), de la compensation de cette perte par 1’apparition d’une liaison hydrogene
transitoire Trp59-0- - - Gly62-H (fréquences moyennes de 20 et 25 % respectivement pour LD1
et LD2). Les fréquences de contact des liaisons hydrogenes ainsi que les RMSD révelent donc
une conservation des structures du feuillet 5 et de I’hélice a.

Pour I’hélice courte hl, prédite par 1’analyse DSSP, les fréquences de contact des liai-
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sons hydrogenes Ser39-O- - - Argd2-H et Arg40-O- - - Asn43-H sont proches de 30-40 % pour
LD1/SBDI etde 10 % pour LD2/SBD?2. La perte de ces liaisons hydrogenes conduit a considé-
rer cette région comme faisant bien partie de la boucle 40 trés mobile comme nous le verrons,
ce qui est en accord avec la description des structures secondaires de Holt ez al. pour cette pro-
téine [17]. Ainsi, ces pertes de liaison hydrogene peuvent étre reliées aux RMSD élevés de la
boucle 40 (voir sous-section 2.1.1.).

Pour I’hélice h2 et contrairement a ce qui est observé pour la région Ser39-Arg42, des va-
leurs élevées de fréquence sont obtenues pour la liaison hydrogene Ser77-0O- - - Tyr80-H (valeurs
supérieures a 90 et 75 % pour, respectivement, les simulations LD et SBD des deux états com-
plexés). En revanche, pour la deuxieme liaison hydrogene de I’hélice h2, Pro78-O- - - Ala81-H,
les fréquences sont inférieures a 35 %, excepté pour les simulations LD1 (valeurs proches de
70 %). La perte de cette liaison hydrogene est en partie compensée par la liaison hydrogene
Ser77-0O- - - Ala81-H observée pour les simulations SBD des deux états complexés (37 et 46 %
pour SBD1 et SBD2) et, dans le cas des simulations LD2 uniquement, par la liaison Pro78-
O .- Tyr82-H (57 %).

La figure 4.2 montre que les liaisons hydrogenes de I’ensemble LHSC observées dans les
boucles sont majoritairement perdues ou transitoires, sauf pour la boucle 60 dans les simulations
LDI1, SBDI1 et LD2. La boucle 40 ne conserve pratiquement aucune des liaisons hydrogenes
qu’elle forme dans les structures cristallographiques, ce qui peut €tre reli€é aux RMSD élevés
observés pour cette boucle (entre 1,21 et 2,52 A). De méme, dans la boucle 80, les liaisons
hydrogenes Tyr82-0O- - - Gly86-H, His87-0- - - 11e90-H et His87-H- - - [1e90-O sont perdues ou
transitoires dans toutes les simulations pour les deux premieres et dans les simulations SBD1
et SBD2 pour la derniere. Ainsi, les fréquences de contact faibles des liaisons hydrogenes de la
boucle 80 peuvent étre reliées aux RMSD élevés observés pour cette boucle (entre 1,38 et 2,00

A) mais aussi a sa mobilité importante, comme nous le verrons.

Pour terminer I’analyse des liaisons hydrogenes, la formation de liaisons hydrogenes entre
des atomes du squelette de la protéine n’appartenant pas a I’ensemble LHSC, a été recherchée
pour les simulations LD et SBD des deux états complexés. Alors qu’aucune nouvelle liaison
hydrogene ne se forme lors des simulations SBD des deux états, respectivement deux nouvelles

liaisons hydrogenes faibles se forment au cours des simulations LD1 et LD2. Pour les simu-
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lations LD1, les nouvelles liaisons hydrogenes Aspl1-O--- Argl3-H et Ser39-O- - - Asn43-H
présentent des distances et des angles respectifs de 2,27 + 0,33 A/ 139 + 20° et 2,36 + 0,4
A/ 126 + 18° (valeurs respectives dans SC1 de 3,09 A/ 92° et 2,15 A/ 116°). Pour les simu-
lations LD2, les nouvelles liaisons hydrogenes Val23-O- - - Lys105-H et Lys52-O- - - Glu54-H
présentent des distances et des angles respectifs de 2,34 + 0,08 A/ 157 + 2° et 2,39 + 0,43A/
133 4 8° (valeurs respectives dans SC2 de 2,55 A/ 144° et 3,17 A/ 85°). Il est a noter que, a

I’exception de Glu54, tous ces résidus ne font pas partie du site de fixation.

Les résultats pour les liaisons hydrogenes entre les atomes du squelette de FKBP12 dans
les simulations LD et SBD des deux états complexés indiquent que la majorité des liaisons hy-
drogeénes de ’ensemble LHSC est conservée dans chaque type de simulation. La plupart des
liaisons hydrogenes qui sont affaiblies ou perdues correspondent a des liaisons hydrogenes qui
se situent dans les boucles 40, et 80. Ces résultats ont pu étre reli€s aux valeurs élevées de
RMSD calculées pour ces boucles (sous-section 2.1.1. p. 87). Toutefois, il est possible que les
faibles fréquences de contact de ces liaisons hydrogenes perdues et les RMSD élevés calculés
résultent d’erreurs sur les positions atomiques dans les structures cristallographiques. En effet,
d’apres des études sur les formes complexés de FKBP12, certaines régions du cristal sont dé-
formées en raison probablement de contacts entre les structures de mailles cristallographiques
contigués [89, 98]. Par exemple, dans la structure cristallographique du complexe FKBP12-
FK506, de tels effets existent pour la région Tyr82-I1e90 de la boucle 80 qui est en contact avec
une partie exposée du ligand présent dans un complexe d’une maille cristallographique conti-
gué [89]. Dans une étude de la structure du complexe FKBP12-8, Nakanishi et al. ont effectué
des calculs de chimie quantique en utilisant I’approche de fragmentation des orbitales molécu-
laires (FMO) [98]. Ces auteurs ont obtenu une valeur de RMSD de 0,80 A pour les atomes du
ligand 8 par rapport a leur position dans la structure cristallographique aprés une minimisation
de I’énergie. Cette valeur élevée de RMSD a été attribuée aux contacts que le ligand 8 fait avec
la boucle 80 d’une protéine d’une maille voisine, sans doute avec la méme région Tyr82-11e90
de la boucle 80 que pour le ligand FK506. Ces contacts entre mailles voisines peuvent expliquer
la difficulté de maintenir les liaisons hydrogenes putatives de I’ensemble LHSC pour la boucle
80 au cours des simulations LD et SBD des deux états complexés. Ainsi, les RMSD de ~1,9

A calculées pour le ligand 8 au cours des simulations LD et SBD de EC1 (sous-section 2.1.1.
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p. 87) pourraient également s’expliquer par ces contacts formés entre le ligand 8 et la boucle
80 d’une protéine d’une maille voisine. Par la suite, les fluctuations des positions des atomes de

FKBP12 et du ligand dans les deux états complexés sont analysées.

2.1.3. Analyse des fluctuations des atomes de FKBP12 et du li-
gand dans EC1 et EC2

Les fluctuations des positions des atomes C“ de FKBP12 et des atomes lourds du ligand au-
tour des positions moyennes (RMSF) ont été calculées pour les simulations LD et SBD et sont
représentées sur la figure 4.3. Dans un but de comparaison, les facteurs d’agitation thermique
(facteurs de Debye-Waller ou facteurs B) issus des structures cristallographiques des deux com-
plexes ont été converties en valeurs de RMSF. L’équation 4.1 permet de calculer la valeur de
RMSF d’un atome ¢ (RMSF;) a partir de la valeur du facteur B associée a cet atome (B;).

3B;
872

RMSF? = F (4.1)

Or, la valeur du parametre F de 1’équation 4.1 n’est pas toujours facile a déterminer car elle
est associée aux autres facteurs intervenant dans les facteurs B tels que les défauts du cristal, les
mouvements persistants d’une partie de la protéine, etc [99]. Toutefois, Caves et al., en utilisant
les résultats de Ringe et Petsko [100], ont déduit que les RMSF calculés sur plusieurs simula-
tions indépendantes d’un méme état sont analogues aux RMSF obtenus a partir des facteurs B,
ceci sans tenir compte du parametre F [92]. Ainsi, les valeurs de RMSF pour SC1 et SC2 ont
été calculées d’apres I’équation 4.1 en prenant une valeur nulle pour le parametre F.

Sur la figure 4.3, les RMSF des atomes C® de la protéine et des atomes lourds du ligand
convertis a partir des facteurs B, sans tenir compte du parametre F, présentent des valeurs tres
faibles pour SC1 et SC2 (inférieures a 0,8 A pour I’ensemble des atomes de SC1 et SC2). De
plus, ces valeurs treés faibles ne varient que tres peu entre les structures secondaires régulieres et
les boucles et entre les parties de cceur des ligands et les parties périphériques. Or, les boucles
40 et 80 sont connues expérimentalement pour étre tres mobiles, donc les RMSF de ces régions
devraient donc étre plus élevés que pour les régions des brins § par exemple. Une explication
possible vient du fait que les valeurs des facteurs B ont tendance a sous-estimer la fluctuation des
atomes impliqués dans des régions flexibles de la protéine, comme les boucles, parfois de plu-

sieurs angstroms [101]. Toutefois, dans le cas présent, il semblerait que 1’explication provienne
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du fait que les structures cristallographiques SC1 et SC2 ont été obtenues respectivement a 277
K et a 110 K. Bien que pour I’analyse de SC1 les mesures aient été effectuées a 300 K, il est
possible que le temps d’équilibration thermique entre la conservation et la mesure n’ait pas été
suffisant. Ainsi, pour au moins une de ces deux raisons, les comparaisons entre les valeurs ex-
périmentales de RMSF et celles mesurées au cours des simulations ne peuvent pas étre faites
icl.

Pour les RMSF des atomes C?, les valeurs associées aux structures secondaires régulieres
et a I’hélice h2 sont inférieures a 0,8 Ai pour les simulations LD et SBD des deux EC. Pour
les boucles, les RMSF associés aux atomes C“ des boucles 30, 50 et 60 sont respectivement
proches de 1-1,2 A, inférieurs 2 1 A et inférieurs 2 0,6 A pour I’ensemble des simulations des
deux EC. Pour la boucle 10, alors que pour les simulations LD1, SBD1 et LD2, les RMSF
associés aux atomes C¢ sont inférieurs a 0,8 A, pour SBD2 les valeurs dépassent ~1,2 A pour
la région Pro9-Thrl4, allant jusqu’a ~1,5 A pour le résidu Aspl1. Ces différences de mobilité
pour la boucle 10 pour les simulations SBD2 par rapport aux simulations LD1, SBD1 et LD2,
sont comparables avec les différences de RMSD calculés pour cette boucle (RMSD de la boucle
10 pour SBD2 jusqu’a 1,6 A plus élevé que pour les autres simulations). Pour la boucle 40, les
RMSF associés aux atomes C® sont inférieurs a ~0,7 A pour les simulations LD1 et LD2, et
supérieurs 2 1 A pour SBD1 et SBD2 avec des valeurs maximales obtenues pour le résidu Asn43
(RMSF de 1,33 et 1,85 A respectivement pour SBD2 et SBD1). Pour la boucle 80, les RMSF
obtenus dans les simulations LD et SBD pour les deux EC sont similaires avec, en particulier
pour le résidu Gly89, des valeurs maximales proches de 1,2 et de 1,4 A respectivement dans
LD2 et SBD2, et dans LD1 et SBD1.

Ces résultats sur les fluctuations des atomes C* de la protéine sont en accord avec deux
études dans lesquelles les structures cristallographiques des complexes formés par FKBP12
avec différents ligands ont été alignées [103, 104]. Ces alignements fournissent une représenta-
tion de la flexibilité du squelette de FKBP12 apres complexation avec un ligand. Un des résultats
les plus importants qui émerge de ces alignements est que tous ces complexes partagent des ca-

ractéristiques géométriques communes et présentent une mobilité accrue pour les atomes du

i. Pour des simulations d’une protéine a 300 K, des valeurs proches de 0,75-1 A sont typiquement obser-

vées [102].
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FIGURE 4.3 — Valeurs de RMSF des atomes C* en fonction du numéro du résidu et des atomes
lourds du ligand en fonction de leurs noms (encart) pour EC1 et SC1 (haut), et pour EC2 et
SC2 (bas). Les RMSF des structures secondaires régulieres et de 1’hélice h2 ont été ombrés. Les

parties des ligands ont également été€ indiquées.
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squelette des résidus des boucles 10, 30, 40, 50 et 80. De plus, il a été montré que malgré leur
tendance a se structurer, les boucles 40 et 80, décrites comme les plus flexibles dans la protéine
non-complexée, conservent une certaine mobilité lors de la complexation de FKBP12 avec dif-
férents ligands [28, 94, 95, 89, 29, 97]. Plus précisément, la mobilité de la boucle 40 dépend de
la nature du ligand complexé a FKBP12. D’apres une comparaison des structures cristallogra-
phiques des complexes FKBP12-FK506 et FKBP12-rapamycine, I’absence de contacts entre la
rapamycine et la boucle 40 est considérée comme responsable d’une mobilité accrue de cette
boucle par rapport a ce qui est observé pour le complexe formé avec FK506 qui interagit avec
le résidu Arg42 de la boucle 40 [89]. Dans SC1 et SC2 et au cours des simulations LD et SBD
de EC1 et de EC2, les ligands 8 et 308 ne forment pas de contacts avec la boucle 40 (dis-
tances interatomiques supérieures 2 6 A). En se basant sur les conclusions ci-dessus issues de
la comparaison des complexes FKBP12-FK506 et FKBP12-rapamycine, des valeurs élevées de
fluctuations peuvent €tre anticipées pour les résidus de la boucle 40. Ainsi, les profils de RMSF
des simulations SBD1 et SBD2 semblent plus en accord avec les données expérimentales que

ceux des simulations LD1 et LD2 pour les atomes C des résidus de la boucle 40.

Pour chacun des complexes EC1 et EC2, les RMSF obtenus en LD et SBD pour les atomes
lourds du ligand sont similaires, sauf pour la partie Ph2 de 8. Cette partie présente des RMSF
diminuées de 0,4 2 0,7 A pour les simulations LD1 par rapport aux simulations SBD1. Pour
EC2, les profils sont presque totalement identiques sauf pour 1’atome 308-O2 qui présente un
RMSF diminué d’environ 0,4 A pour LD2 par rapport 2 SBD2. Sur la figure 4.3, il est également
possible de constater que les RMSF associés aux atomes lourds des parties périphériques sont
plus élevés de 0,4 a 1,0 A par rapport a ceux associés aux atomes lourds des parties de coeur
(sauf pour la partie Ph2 dans les simulations LD1, I’atome 308-O2 dans LD2 et les atomes 308-
03 et 308-C30 dans LD2 et SBD2). Ces résultats montrent que, comme attendue, les parties
périphériques des ligands sont les plus mobiles et, qu’excepté pour la partie Ph2 et pour I’atome
308-02, les simulations LD permettent d’obtenir des fluctuations pour les atomes lourds du

ligand qui sont équivalentes a celles observées pour les simulations SBD.
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2.2. Analyse des interactions formées entre FKBP12
et le ligand dans EC1 et EC2

Afin d’évaluer la stabilité de la position du ligand dans le site de fixation de FKBP12, les
distances de contact entre la protéine et le ligand ont été calculées pour les simulations LD et
SBD des deux états complexés. Cette analyse permet de faire ressortir deux classes de contacts.
La premiere classe représente les contacts conservés et fait apparaitre les interactions perma-
nentes formées entre deux atomes définis dans cette étude comme deux atomes séparés au plus
d’une distance moyenne de 4 A. Ces interactions permanentes formées entre deux atomes ont
été comparées avec les interactions observées dans la structure cristallographique afin de véri-
fier que la position du ligand dans le site de fixation de FKBP12 est équivalente a celle observée
expérimentalement. La deuxieme classe observée dans les simulations représente les contacts
interatomiques instantanés, désignés ci-apres contacts ou interactions transitoires, se formant
entre un atome d’une partie du ligand et un atome d’un résidu de FKBP12. Lors du calcul de
leur distance moyenne de contact sur une simulation, le temps de formation d’un contact entre
deux atomes X de la protéine et Y du ligand n’est pas suffisant pour avoir une moyenne de
distance inférieure 2 4 A. Nous verrons que pour certains de ces contacts transitoires de type
X---Y, I’'atome Y s’interchange régulierement avec un autre atome équivalent Z du ligand. Le
résultat est qu’en moyenne, ni Y, ni Z ne fait d’interaction permanente avec X mais la partie
(YZ) du ligand reste toujours en contact avec X. Ce type d’interaction nous a conduits a consi-
dérer, en plus des interactions interatomiques permanentes, des interactions transitoires formées
par des groupes d’atomes ou la somme de 1’ensemble des contacts réalisés entre tous les atomes
d’une partie du ligand et tous les atomes d’un résidu de la protéine est considérée. Sur la figure
4.4, se trouvent respectivement deux interactions transitoires entre les groupes d’atomes pré-
sents dans les cadres A (la partie Phl de 8 et le résidu Tyr82) et B (la partie Phl et le résidu
[1e56). Le nombre d’interactions décomptées entre la partie Phl et le résidu Tyr82 correspond
a la somme des contacts formés entre les atomes de la partie Phl et les atomes du résidu Tyr82
(idem avec le résidu 11e56). Ainsi, en regardant le cadre A, il ressort que la partie Phl et le
résidu Tyr82 forment deux interactions transitoires (de méme pour la partie Phl et Ile56 dans le
cadre B). Les contacts sont décomptés dans chaque structure d’une simulation et une moyenne

est obtenue pour chaque simulation. La moyenne d’ensemble est finalement considérée dans les
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lle56

FIGURE 4.4 — Ensembles des contacts formés entre la partie Ph1 du ligand 8 avec (A) le résidu
Tyr82 et (B) le résidu 1le56 dans SC1. Les distances de contact ne dépassant pas 4 A pour la
séparation entre un des atomes du résidu Tyr82 ou du résidu Ile56 avec un des atomes de la

partie Ph1 sont représentées en pointillé.

analyses qui suivent.

2.2.1. Interactions permanentes

Afin de mettre en évidence les interactions permanentes (principalement de types van der
Waals ou liaisons hydrogenes) formées entre un atome de la protéine et un atome du ligand du-
rant les simulations LD et SBD des deux états complexés, un critere de contact qui correspond
a une distance de séparation entre deux atomes lourds ne dépassant pas 4 A a été choisi. Ces
distances interatomiques sont des moyennes d’ensemble calculées a partir des moyennes tem-
porelles issues d’un méme type de simulation, LD ou SBD, d’un état complexé. Le critere de
contact défini précédemment a également été utilisé afin d’extraire de SC1 et SC2 les couples
d’atomes formant des interactions entre la protéine et le ligand. Dans SC1, un total de 57 couples
a été extrait tandis que dans SC2 le total s’éleve a 74 couples. Pour chaque état complexé, la
comparaison des valeurs de distance séparant les atomes de chaque couple mesurées dans les
structures cristallographiques avec les valeurs moyennes obtenues pour les simulations LD et
SBD est présentée sur la figure 4.5 p. 114.

Dans les structures cristallographiques, la majorité des interactions sont formées entre des

atomes de la protéine et la partie de coeur du ligand (45 sur 57 dans SC1 et 50 sur 74 dans SC2).
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Parmi ces interactions, se trouvent celles formées par les couples d’atomes lourds impliqués
dans les liaisons hydrogenes 8-O3- - - Tyr82-O" et 8-O2. - - [1e56-N, et 308-0O2. - - Tyr82-O" et
308-O1- - - 1le56-N. Dans les structures cristallographiques, les parties périphériques des ligands
forment beaucoup moins d’interactions en comparaison du cceur : cing, quatre et trois pour,
respectivement, les parties Ph1, le bras propyle C17-C16-C15 et iPe dans SC1 ; neuf, trois et 12
pour, respectivement, les parties Ethe, iBu et I’atome C15, et Tol dans SC2. De plus, les plus
grands nombres de contacts font intervenir les résidus Trp59 et Tyr82 (respectivement 12 et 15
dans SC1, et 14 et 15 dans SC2). En fait, pres de la moitié des contacts est formée par le fond
de la cavité principale du site de fixation de FKBP12 (noyau indole du résidu Trp59) et par la
petite cavité latérale formée par la boucle 80 défini par les chaines latérales des résidus Tyr82,
His87, 11e90 et 11e91 (nombre total de contacts pour ces deux groupes de résidus de 27 et 36,
respectivement dans SC1 et SC2).

Pour les parties de coeur des ligands, des résultats similaires sont obtenus pour les deux types
de simulation des deux états complexés. Quand les distances de contact impliquant les atomes
du cceur des ligands sont comparées entre les deux types de simulation, les différences entre ces
distances sont inférieures a ~0,3 A pour chacun des états EC1 et EC2. Seulement deux et sept
exceptions sont trouvées respectivement pour EC1 et EC2. Dans LD1, les distances de contact
8-C5- - - Phe46-C¢ et 8-O4- - - Phe36-C°! (respectivement C5-46CZ et 04-36CD1 sur la figure
4.5 (A)) sont plus élevées par rapport a leur équivalent dans SBD1 respectivement de ~0,4 et
~0,5 A. Dans LD2, les distances de contact 308-S4- - - Phe46-C¢, 308-04- - - Tyr82-C<* et 308-
O5- - - Phe99-C (respectivement S4-46CZ, 04-82CE1 et 05-99CE2 sur la figure 4.5 (B)) sont
plus élevées que leur équivalent dans SBD2 respectivement de ~0,6, ~0,6 et ~0,4 A tandis
que celles des contacts 308-O4- - - Phe36-C¢, 308-04- - - 11e91-C?, 308-05- - - Tyr26—C4 et 308-
05- - - Tyr26-0" (respectivement O4-36CZ, O4-91CD, 05-26CZ et O5-260H sur la figure 4.5
(B)) sont plus faibles que leurs équivalents dans SBD1, respectivement de ~0,6, ~1,2, ~0,4 et
~0,4 A. Nous remarquons donc que, pour I’ensemble des couples, les distances de contact qui
different le plus entre les deux types de simulation font intervenir le plus souvent des résidus
aromatiques (Phe36, Phe46, Phe99 et Tyr82).

Dans ECI1, pour les contacts formés par la partie Phl liée au bras propyle, les distances

different de maniere significative entre les deux types de simulation tandis que des valeurs
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similaires sont trouvées pour les contacts formés par la partie iPe. Dans EC2, les distances
moyennes different de la méme maniere pour I’ensemble des parties périphériques de 308. Pour
la liaison hydrogene 308-02- - - Tyr82-H", la distance issue de SBD2 est supérieure de 0,6 A
a celle issue de LD2, conduisant a la rupture de cette liaison dans le cas des simulations SBD
(distance de 2,54 + 0,22 A) remplacée par un contact de van der Waals entre 308-02. - - Tyr82-
O" (O2-820H sur la figure 4.5 (B)). A T’inverse au cours des simulations LD2, cette liaison
hydrogene est conservée (valeurs moyennes de distance et d’angle de 1,92 £ 0,02 A et 161
4 1°). Globalement, pour EC1 et EC2, les parties périphériques des deux ligands sont celles
dont les distances different le plus des valeurs mesurées dans les structures cristallographiques,

comme discuté par la suite.

Afin de pouvoir comparer les distances de contact expérimentales (mesurées sur les struc-
tures cristallographiques) avec celles issues des simulations LD et SBD des deux états com-
plexés, nous allons fournir une estimation de I’erreur attendue sur les positions atomiques dans
une structure cristallographique obtenue 2 une résolution de 2 A. Etant donné que cette erreur
est estimée approximativement a une valeur comprise entre un cinquieme et un dixieéme de la
résolution [105, 106], celle-ci est donc comprise dans ’intervalle [0,2 ; 0,4 A] ce qui entraine
une erreur estimée sur les distances de contact comprise dans I’intervalle [0,4 ; 0,8 A].

Pour les contacts formés par la partie de coeur de 8, 18 distances sont supérieures de plus
de 0,4 A par rapport a celles de référence (mesurées dans SC1). Pour EC1, les différences avec
les valeurs expérimentales pour 12 des 18 distances sont dans ’intervalle 10,4 ; 0,5 A] dans au
moins un des deux types de simulation (couples marqués d’une seule étoile de méme couleur,
vert pour LD, rouge pour SBD, et noir pour les deux types sur I’axe des abscisses de la figure
4.5). Pour les six autres distances qui different par une valeur comprise dans I’intervalle ]0,5 ;
0,8 AJ, nous constatons que les atomes de FKBP12 intervenant dans les contacts font partie
d’un cycle benzénique (chaine latérale des résidus Tyr26 et Phe46).

Pour les contacts formés par la partie de coeur de 308, 24 distances sont supérieures de plus
de 0,4 A par rapport a celles de référence (mesurées dans SC2). Pour EC2, les différences pour
11 des 24 distances sont dans ’intervalle 10,4 ; 0,6 A] pour au moins un des deux types de si-
mulation (couples marqués par une et deux étoiles de méme couleur sur la figure 4.5(B)). Pour

sept des 24 distances de EC2 retrouvées dans I’intervalle ]0,6; 0,8 A], elles impliquent systé-
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matiquement un noyau aromatique (indole pour le résidu Trp59 et benzénique pour les résidus
Phe36, Phe46 et Tyr82 ; couples marqués par trois et quatre étoiles sur la figure 4.5(B)). Pour
les six couples restants, les différences par rapport aux distances de référence sont supérieures a
0,8 A ; deux de ces couples sont concernés pour LD2 et quatre pour SBD2 (couples marqués par
cing étoiles sur la figure 4.5(B)). Parmi ces six couples, seuls les couples 308-S4- - - Phe46-C¢
dans LD2 et 308-04- - - 11e91-C° dans SBD2 different de leurs valeurs mesurées dans SC2 de
plus de 0,9 A (respectivement de 0,91 et 1,46 A).

Pour les parties périphériques des ligands (hormis le bras propyle C17-C16-C15), les diffé-
rences entre les valeurs issues des simulations LD ou SBD et celles expérimentales sont plus
élevées que pour la partie de coeur des ligands. Pour la partie iPe de 8 (distances sur la figure
4.5 (A) impliquant les atomes 8-C13 et 8-C14), ces différences résultent de rotations autour de
la liaison covalente C9-C10 observées au cours des simulations (barricre d’énergie de 1,4 kcal/-
mol). Pour la partie Phl de 8, (distances impliquant les atomes C23-C19, hormis C21 sur la
figure 4.5 (A)), ces différences s’expliquent par une mobilité également importante du cycle en
raison d’une rotation facile autour de la liaison covalente C18-C17 (barriere de 0,5 kcal/mol),
combinée a des oscillations rotationnelles autour des liaisons covalentes C17-C16 et C16-C15,
amplifiant le déplacement du cycle. Dans la sous-section 2.1.3. p. 100, les valeurs de RMSF
calculées pour les parties Phl et iPe ont été discutées ; les valeurs élevées indiquent en effet une
importante mobilité.

Pour les parties périphériques de 308 dans EC2, excepté pour les distances impliquant
I’atome Tyr82-O" (C30-820H, C17-820H sur la figure 4.5 (B)) qui présentent des différences
comprises dans I’intervalle ]0,0; 0,7 A], les différences pour les valeurs issues des simulations
par rapport a celles expérimentales sont élevées avec des différences allant de 0,8 22,9 A pour au
moins un des deux types de simulation (différence maximale de 2,21 et 2,87 A pour la distance
308-C32. - - Glu54-0 respectivement dans les simulations LD2 et SBD2 ; distance C32-540 sur
la figure 4.5 (B)). Pour la partie Ethe de 308 (distances sur la figure 4.5 (B) impliquant I’atome
C32), ces différences résultent de rotations autour de la liaison covalente C31-O3 observées
au cours des simulations (barriere énergétique pour la torsion de 0,9 kcal/mol). Ces rotations
correspondent au franchissement des faibles barrieres autour de 238° et 493° (voir figure 3.11

p. 69). Pour la partie Tol de 308 (distances sur la figure 4.5 (B) impliquant les atomes C17 a
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C23, hormis C19), ces différences s’expliquent par une mobilité du cycle en raison d’une ro-
tation facile autour de la liaison S8-C17 résultant du franchissment de la faible barriere autour
de 277° (barriere énergétique de 0,3 kcal/mol ; voir commentaires dans la sous-section 2.4.3. p.
59), combinée a des oscillations rotationnelles autour de la liaison covalente N7-S8, amplifiant
le déplacement du cycle (qui entraine un déplacement du groupement méthyle du C23). Dans
la sous-section 2.1.3. p. 100, les valeurs de RMSF calculées pour les parties Ethe (notamment

pour I’atome 308-C32) et Tol indique une mobilité importante pour ces parties.

En conclusion, seules trois interactions permanentes qui n’existent pas dans SC1 sont for-
mées au cours des simulations LD1 et SBD1 tandis qu’une seule nouvelle interaction se forme
au cours des simulations SBD2. Au cours des simulations LD1, les nouveaux contacts 8-C25- - - Glu54-
O et 8-02- - - 1le56-C” représentent des interactions permanentes avec des distances respectives
de 3,59 £+ 0,09 et 3,96 4+ 0,02 A. Au cours des simulations SBDI1, seul le nouveau contact 8-
C4- - - Phe46-C¢ apparait comme une interaction permanente avec une distance de 3,99 4 0,05
A. Au cours des simulations SBD2, le nouveau contact 308-O5- - - Phe36-C%2 représente une
interaction dont la distance est de 3,99 + 0,40 A. Toutefois, la valeur élevée de la déviation
standard amene a considérer que cette interaction n’est pas présente dans toutes les simulations.
Ainsi, le maintien global des interactions observées dans les structures cristallographiques, sur-
tout pour les parties de coeur des ligands, ajouté au faible nombre d’interactions nouvelles,
indiquent une position conservée pour chacun des ligands dans le site de fixation de FKBP12
lors des simulations LD et SBD des deux états complexés. Par la suite, les interactions sont
regroupées par résidu et par partie des ligands afin d’analyser les interactions transitoires entre

les groupes d’atomes.

2.2.2. Interactions transitoires entre deux groupes d’atomes

Afin d’obtenir une vision complete des interactions formées entre la protéine et le ligand
dans les états complexés, les interactions transitoires (principalement de types hydrophobes ou
recouvrement orbitalaire) formées entre les deux partenaires ont été repertoriées et analysées
par groupes d’atomes.

Pour pouvoir analyser les interactions transitoires entre groupes d’atomes de FKBP12 et du

ligand dans les deux états complexés, des cartes de nombre d’interaction ont été générées pour
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les deux types de simulation des deux états complexés. Ces cartes présentent le nombre total
d’interaction (somme des interactions transitoires entre deux groupes d’atomes résidu-ligand et
des interactions permanentes entre les atomes de ces deux groupes) entre chaque partie du li-
gand et résidu de FKBP12. Afin de générer ces cartes, trois étapes sont nécessaires. Au cours de
la premiere étape, pour EC1 et EC2, le nombre de contacts moyen entre chaque partie du ligand
et chaque résidu de FKBP12 est calculé a partir de toutes les structures d’une simulation donnée,
LD ou SBD (comme effectué précédemment pour les contacts formés entre la partie Phl et les
résidus Tyr82 et 1le56 dans la figure 4.4 p. 103). Pour obtenir une description plus détaillée des
interactions transitoires, les parties de coeur des ligands ont été divisé€es en plusieurs sous-parties
(voir figure 4.1) : le groupement ester (O1C102), le cycle central (C2N7) et les deux groupe-
ments cétones (C80O3 et C904) pour le ligand 8, la fonction amide (C15SN1C101), le cycle
central (C2SN7) et le groupement sulfonyle (S80405) pour le ligand 308. Durant la deuxieme
étape, une moyenne d’ensemble de ce nombre est calculée a partir de I’ensemble des nombres
calculés a partir de toutes les simulations d’'un méme type pour un état complexé donné. De
telles moyennes d’ensemble pour tous les contacts sont calculées pour les deux types de simu-
lation des deux états complexés. Dans un but de comparaison avec les données expérimentales,
les nombres d’interactions formés entre chaque partie ou sous-partie du ligand et chaque résidu
de la protéine sont calculés dans les structures cristallographiques (dans ce cas, ces interactions
sont considérées dans la suite comme permanentes). La troisieme étape correspond a la création
des cartes pour la structure cristallographique et pour les deux types de simulation d’un état
complexé. Les valeurs reportées considerent tous les résidus formant un contact avec le ligand
soit dans la structure cristallographique, soit dans au moins une des structures d’un des deux
types de simulation de 1’état complexé considéré. Par exemple, dans SC1 auncune interaction
n’est formée entre le résidu His87 et une des (sous-)parties du ligand 8. Or, au cours des simu-
lations LD1 et SBD1, des interactions sont retrouvées entre le résidu His87 et les parties Phl
et iPe. Donc, pour construire les cartes de nombre d’interactions pour SC1, LD1 et SBDI, le
résidu His87 a été inclu. Ceci permet de faciliter la comparaison entre les différentes données
obtenues. Les cartes de nombre d’interactions observées au cours des simulations LD et SBD
des deux états complexés et sur les structures cristallographiques sont présentées sur la figure

4.6p. 116.

108



CHAPITRE 4. LES ETATS COMPLEXES FKBP12-8 ET FKBP12-308

En les générant de la maniere décrite précédemment, ces cartes ne permettent pas de dif-
férencier les interactions transitoires des interactions permanentes. Cependant, il est possible
de soustraire le nombre d’interactions permanentes trouvées entre une partie du ligand et un
résidu de la protéine (celles discutées a partir de la figure 4.5 p. 114) aux valeurs présentées sur
les cartes afin d’obtenir uniquement le nombre d’interactions transitoires. Ces cartes permettent
d’obtenir une vision globale des interactions formées entre FKBP12 et le ligand fournissant

ainsi des informations sur la position générale du ligand dans le site de fixation de FKBP12.

Pour chacun des états complexés, la comparaison de ces cartes de nombre d’interactions
totales (permanentes et transitoires) révelent des similitudes entre (i) les simulations LD et SBD
et (i1) les structures cristallographiques et les simulations LD et SBD. L’analyse des valeurs nu-
mériques utilisées pour établir ces cartes présentées sur la figure 4.6 permet d’observer que le
ligand 8 forme 35 et 46 interactions respectivement dans les simulations LD1 et SBDI1, et que le
ligand 308 forme 41 et 53 interactions respectivement dans les simulations LD2 et SBD2. Ces
nombres sont plus faibles que les 57 et 74 interactions «permanentes» trouvées dans les struc-
tures cristallographiques respectivement de SC1 et SC2. Les parties des ligands qui forment le
plus d’interaction sont les sous-parties qui constituent le coeur (26 et 34 respectivement dans
LD1 et SBDI, et 30 et 32 respectivement dans LD2 et SBD2). De plus, les résidus qui forment
en général le plus d’interaction avec les ligands sont Trp59 et Tyr82 (respectivement sept et neuf
dans LDI1, sept et 11 dans SBD1, huit et huit dans LD2 et, sept et huit dans SBD2). Pour les
interactions formées par les sous-parties du cceur des ligands, les résultats correspondent quasi-
parfaitement aux nombres d’interactions permanentes observées sur la figure 4.5, celles-ci cor-
respondant a des contacts pour lesquels les valeurs moyennes ne dépassent pas 4 A. Ceci révele
que les parties de cceur des ligands ne forment pas ou treés peu d’interaction transitoire avec
FKBP12. Ainsi, ce résultat confirme la conclusion précédente issue des analyses des distances
et qui est la conservation de la position native de ces parties de cceur au cours des simulations
LD et SBD des deux états complexés. Parmi les interactions observées sur les cartes, un grand
nombre d’interactions transitoires apparait pour les parties périphériques des deux ligands.

Malgré les similitudes entre les nombres d’interactions formées par les parties de cceur sur
les cartes présentées sur la figure 4.6, des différences sont observées pour les parties périphé-

riques des deux ligands. Tout d’abord, les nombres moyens d’interactions totales formées au
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cours des simulations LD sont inférieurs a ceux obtenus pour les simulations SBD. Puisque ces
parties périphériques des deux ligands ne forment pas ou peu d’interactions permanentes dans
les simulations LD et SBD (excepté pour 1’atome 308-O2 de la partie Ethe dans les simulations
LD?2), les interactions pour ces parties dans la figure 4.6 correspondent principalement a des
interactions transitoires. Nous pouvons donc déduire que moins d’interactions transitoires sont
formées au cours des simulations LD comparées aux simulations SBD. Ensuite, pour la partie
Phl dans EC1, une différence est visible entre les simulations LD et SBD pour les interactions
transitoires qu’elle forme (aucune qui est permanente d’apres la figure 4.5(A)). Ces différences
d’interaction traduisent une différence des positions balayées par la partie Phl dans le site de
fixation, comme présenté sur la figure 4.7 (A) p. 117. Alors que dans les simulations LDI1, cette
partie interagit avec le résidu Tyr82 et ces résidus positionnés a sa gauche dans la figure, prin-
cipalement les résidus Glu54, Val55 et I1e56, dans les simulations SBD1, la partie Ph1 interagit
avec le résidu Tyr82 et des résidus positionnés a sa droite (Gly86 et His87). Pour EC1, deux
autres différences entre SC1 et LD1 ou SBDI sont visibles pour les parties Ph2 et iPe de 8.
Dans SC1, la partie Ph2 ne forme aucune interaction avec la protéine. En revanche, au cours des
simulations LD1 et SBD1, cette partie forme des interactions soit permanentes (figure 4.5 (A)),
soit transitoires avec notamment le résidu Glu54 (figure 4.7 (B)). Pour la partie iPe, le méme
constat peut €tre fait avec la formation d’interactions transitoires avec les résidus Phe36, 11e90
et/ou I1e91 lors des simulations LD1 et SBD1 qui ne sont pas présentes dans SC1 (figure 4.7
©).

Pour EC2, seules les parties Ethe et Tol du ligand 308 présentent des différences entre les
simulations LD2 et SBD2 ou entre celles observées dans les deux types de simulation et SC2.
Pour la partie Ethe, les différences entre les simulations LD2 ou SBD2 et SC2 sont dues a
I’apparition d’interactions transitoires avec le résidu His87, comme observé dans 1’une des deux
conformations de chaque type de simulation (LLD2 position 2 sur les figures 4.7 (D) et SBD2
position 2 sur 4.7 (E))’.

Pour la partie Tol, lors des simulations LD2 et SBD2, les interactions «permanentes» for-

mées par cette partie avec le résidu I1e90 dans SC2 sont remplacées par des interactions transi-

Jj. Sur la figure 4.7 (E), il est possible d’observer une des raisons de la perte de la liaison hydrogene formée
entre les atomes 308-02 et Tyr82-H" (figure 4.5 (B)). L’atome 308-02 s’éloigne du résidu Tyr82 conjointement au

mouvement permettant de rapprocher les atomes 308-O3 et 308-C32 du résidu His87.
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toires formées avec les résidus I1e90 et 1le91. De plus, la perte des interactions «permanentes»
formées dans SC2 entre la partie Tol et les résidus Tyr82 et His87 (figure 4.5(B)) semble étre
compensée par un nombre moyen équivalent en nombre d’interactions transitoires avec ces deux
résidus et le résidu Phe36 dans SBD?2, alors que dans les simulations LD2 le nombre moyen

d’interaction est beaucoup moins important (figure 4.7 (F)).

2.3. Conclusions des analyses de FKBP12 et du li-
gand dans EC1 et EC2

Les résultats des RMSD, des conservations des liaisons hydrogenes de 1’ensemble LHSC,
des RMSF et des interactions permanentes et transitoires formées entre FKBP12 et le ligand au
cours des simulations LD et SBD des deux états complexés sont en accord avec les données ex-
périmentales. En effet, les structures générales de FKBP12 et des ligands 8 et 308 ne présentent
pas de déformations majeures par rapport a leur structure expérimentale respective. Toutefois,
de 1égeres déformations sont observées pour la boucle 80 au cours des simulations par rap-
port aux structures cristallographiques. Cependant, ces déformations pourraient étre attribuées
a des contacts des mailles cristallographiques contigués, comme observé dans des études sur les
complexes formées par FKBP12 avec FK506, la rapamycine ou le ligand 8 [89, 98]. L’analyse
des liaisons hydrogenes formées entre des atomes du squelette de FKBP12 dans les structures
cristallographiques (ensemble LHSC) montrent une conservation des structures secondaires au
cours des simulations.

Pour les RMSF, les résultats montrent des valeurs élevées pour les atomes C* des rési-
dus des boucles 40 et 80 ainsi que pour les atomes lourds des parties périphériques des deux
ligands. Pour les boucles 40 et 80, les valeurs élevées de RMSF sont en accord avec de pré-
cédentes études qui ont montré qu’elles posseédent une forte mobilité [28, 94, 95, 89, 96, 97].
Pour les parties périphériques des ligands, les valeurs de RMSF élevées indiquent des mobilités
accrues qui peuvent s’expliquer par les faibles barrieres énergétiques associées aux rotations
autour des liaisons C18-C17, C24-C15 et C9-C10 respectivement pour les parties Phl, Ph2 et
iPe de 8, et O3-C31, C16-C15, et S8-C17 respectivement pour les parties Ethe, iBu et Tol de
308 (barrieres énergétiques inférieures a 1,6 kcal/mol). Pour S8-C17, il s’agit uniquement du

franchissement de la baible barriere autour de 277° et pour O3-C31 des faibles barrieres au-
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tour de 238° et 493°. Ces rotations permettent a ces parties périphériques de balayer un grand
nombre de conformations alternatives. Ainsi, malgré la réduction de I’entropie de conformation
due a la complexation, les ligands conservent une certaine entropie de part la mobilité de leurs
parties périphériques dans les deux états complexés, contribuant, au moins en partie, aux bonnes
propriétés de complexation de ces ligands.

L’analyse des interactions formées entre FKBP12 et le ligand montrent que la position ob-
servée expérimentalement pour le ligand est maintenue dans le site de fixation au cours des
simulations LD et SBD des deux états complexés. Toutes les interactions (permanentes et tran-
sitoires) calculées a partir des simulations SBD sont résumées sur les schémas de la figure 4.8 p.
118 pour les deux états EC1 et EC2 caractérisés. Les positions correctement reproduites pour les
deux ligands peuvent étre attribuées, au moins en partie, aux efforts consacrés a 1’optimisation
des parametres du champ de force CHARMM?22 pour les ligands 8 et 308, notamment pour les
parametres d’angle diedre qui sont cruciaux pour une description réaliste des mobilités et des
contacts pour ces ligands. De plus, la comparaison des interactions formées entre FKBP12 et le
ligand dans SBD1 et SBD2 montrent que les parties équivalentes des ligands 8 et 308 (Ph1 pour
8 avec Ethe pour 308, Ph2 avec iBu, O1C102 avec C15N1C101, C2N7 avec C2SN7, C803 et
C904 avec S80405, et iPe avec Tol) interagissent a quelques exceptions pres avec les mémes
résidus de FKBP12 (figure 4.8). D’apres ce résultat, il est possible de confirmer que dans les
deux états complexés, les deux ligands se situent dans une position relative similaire par rapport

au site de fixation.

En conclusion de ces analyses, les simulations LD permettent d’obtenir des états complexés
stables qui présentent les caractéristiques attendues expérimentalement qui sont également re-
produites par les simulations utilisant une représentation plus réaliste du solvant. Les résultats
obtenus pour les états complexés valident I’utilisation de la procédure de simulation LD utilisée
dans cette étude. Ces résultats montrent également que le type de simulation LD utilisant une
solvatation implicite peut remplacer un type de simulation utilisant une solvatation explicite afin

de réduire les temps de calcul des simulations des états complexés ¥. Cette méthode a donc été

k. Le fait que des simulations utilisant une solvatation implicite puisse remplacer des simulations une représen-

tation explicite du solvant avait déja été suggéré par Cornell et al. dans leur étude de la flexibilité de I’interleukine

8 [107].
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utilisée pour la décomplexation du ligand. Ainsi, le protocole de décomplexation, présenté dans
le chapitre suivant, a été appliqué sur des structures tirées des simulations LD de chaque état

complexé.
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FIGURE 4.5 — Listes des valeurs moyennes issues des simulations LD et SBD des 57 et 74 distances
de séparation respectivement entre les atomes de FKBP12 et du ligand 8 (A) et entre ceux de FKBP12
et du ligand 308 (B). Ces listes correspondent a tous les couples d’atomes protéine-ligand distants au
plus de 4 A trouvés respectivement dans SC1 et dans SC2. Chaque distance moyenne de séparation qui
differe de sa distance de référence d’une quantité comprise dans la tranche ]0,4; 0,5], 10,5 0,6], 10,6 ;
0,7], 10,7 0,8], 10,8 ; 0] A est respectivement indiquée par une, deux, trois, quatre ou cing étoiles. Les
étoiles rouges et vertes sont respectivement utilisées pour les résultats des simulations LD et SBD tandis

que les étoiles noires sont utilisées pour les résultats des deux types de simulation.
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FKBP12-8 ET FKBP12-308
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formées entre FKBP12 et le ligand 8 dans

SC1 et au cours des simulations LD1 et SBD1 (gauche), et entre FKBP12 et le ligand 8 dans

SC2 et au cours des simulations LD2 et SBD2 (droite). Notons la différence d’échelle pour les

valeurs les plus élevées dans les structures cristallographiques par rapport aux valeurs issues

des simulations. Pour les simulations SBD1 et SBD2, les nombres moyens de molécules d’eau

formant des interactions a la fois avec une partie du ligand et avec un résidu de la FKBP12 sont

également indiqués par un losange et un triangle pour des valeurs comprises dans les intervalles

respectifs [0,5; 1] et ]1; 1,5]. Pour les simulations SBD2, il y a absence de molécule d’eau en

interaction a la fois avec une partie du ligand et un résidu de FKBP12.
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D)

© SC1 i boucle 80
LD1 sC2

LD2 position 1

LD2 position 2

boucle 30

(E) boucle 80

SC2
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FIGURE 4.7 — Comparaison des positions des parties (A) Phl du ligand 8 dans SC1, LD et SBDI, (B) Ph2 de 8 dans SC1, LDI et
SBDI, (C) iPe de 8 dans SC1, LDI et SBDI, (D) Ethe du ligand 308 dans SC2 et LD2, (E) Ethe de 308 dans SC2 et SBD2, et (F) Tol de
308 dans SC2, LD2 et SBD2. Ces images correspondent a des captures instantanées de la position du ligand par rapport au site de fixation de
FKBP12 et permettent de représenter les interactions transitoires observées au cours des simulations LD et SBD des deux états complexés. Les
atomes de FKBP12 qui sont distants de moins de 4 A d’un des atomes de la partie du ligand considérée sont représentés sous forme de boule.
Pour les captures (D) et (E), les atomes des chaines latérales des résidus GIn53, Glu54 et Val55 sont cachées afin d’observer plus facilement les

interactions transitoires formées par le ligand avec les atomes du squelette de ces résidus.
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! _ @ o

* liaison H

FIGURE 4.8 — Résumé des interactions formées entre FKBP12 et le ligand 8 dans EC1 (haut), et
FKBP12 et le ligand 308 dans EC2 (bas). Les interactions formées entre une partie du ligand et un
résidu de la protéine sont représentés par des traits en pointillés rouges. Les nombres d’interactions per-
manentes et d’interactions transitoires sont entourés respectivement par des cercles en trait continu et en
pointillés. Les types d’interaction sont indiqués en vert. Le ligand ainsi que les résidus de la protéine sont
positionnés de maniere similaire a ce qui est observé dans le site de fixation (les résidus qui sont proches

dans la structure sont entourés par un cercle de méme couleur).
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Chapitre 5

Protocole de décomplexation et

étude des états intermédiaires

Les processus biochimiques importants, comme la formation ou la dissociation d’un com-
plexe dans des conditions physiologiques, sont associés a des barrieres énergétiques relative-
ment élevées et interviennent sur des durées allant de la milliseconde jusqu’a la seconde, voire
la minute [56]. L’échelle de temps du processus de décomplexation d’un systeme protéine-
ligand étant inaccessible par les méthodes actuelles de dynamique moléculaire standard pour
I’ensemble des atomes du systeme, un protocole a été€ développé afin d’expulser les ligands 8 et
308 du site de fixation de FKBP12 (voir figure 5.1). L’utilisation de ce protocole permet d’ob-
tenir des ensembles de structures métastables (ESMs) dont certains sont ensuite désignés états
intermédiaires (EIs) selon les criteres définis par Olivieri et Gardebien [38] et ci-apres exposés
(p. 124). Dans la suite, le protocole mis en place est détaillé en justifiant les choix de la méthode
d’expulsion du ligand, des parametres ainsi que des étapes de ce protocole. Ensuite, les états

intermédiaires identifiés sont analysés.

1. Simulations de décomplexation et stabilisation des

ensembles de structures métastables

Afin d’expulser le ligand au cours de simulations qui doivent étre réalisées sur des temps

raisonnables (limite fixée a la dizaine de nanosecondes), il est nécessaire d’introduire une force
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FIGURE 5.1 — Recherche et stabilisation des ensembles de structures métastables observés lors des si-
mulations de décomplexation (BMD) réalisées sur des structures tirées des simulations LD des deux états
complexés (structures initiales) puis sélection des candidats pour I’étape de filtrage utilisant des simula-
tions en solvatation explicite (SBD). Etape 1 : Simulations de décomplexation a partir des structures tirées
des simulations LD de chaque état complexé. L’ étoile au dessus de "OUI" indique que les ensembles de
structures métastables (ESM) qui présentent des temps de vie supérieurs a 150 ps sont également ajou-
tés a I’ensemble des ESM classifiés par caractéristique structurale lors de 1’étape 3. Etape 2 : dans la
sous-étape 2a, pour chaque ESM obtenu lors de I’étape 1, des simulations utilisant la méthode BMD sont
réalisées avec une valeur de a2 inférieure a celle de a1 afin de stabiliser et d’allonger les temps de vie des
ESM. Dans les sous-étapes 2b et 2¢, les ESM dont les temps de vie sont supérieurs a 150 ps sont ajoutés
a I’ensemble des ESM de I’étape 3 ; dans le cas contraire une valeur de a2 plus faible est utilisée afin de
réaliser de nouvelles simulations de stabilisation. Dans la sous-étape 2¢, ’Complexation’ correspond a la
vérification que 1’utilisation d’une force plus faible permet toujours d’éviter le retour du ligand dans le
fond du site de fixation de la protéine. Etape 3 : les résultats obtenus pour des ESM possédant des temps
de vie supérieurs a 150 ps ont été classifiés par caractéristique structurale commune. Les candidats pour
I’étape finale de recherche utilisant des simulations en solvatation explicite avec la méthode SBD ont été
choisis sur la base de la reproductibilité et de la cohérence entre les données des ESM regroupés dans la

méme classe.
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d’expulsion qui est ajoutée a la fonction d’énergie potentielle moléculaire lors des simulations
LD de décomplexation. La force harmonique dépendante du temps implémentée dans la mé-
thode Biased Molecular Dynamics (BMD) [37] a ét€ utilisée dans ce but. Bien qu’une représen-
tation explicite du solvant soit généralement plus précise, la relaxation des molécules d’eau est
trop longue par rapport aux changements de géométrie du ligand et/ou de la protéine occasion-
nés par la force introduite. Une représentation implicite du solvant permet donc de s’affranchir

de cette limitation [108, 57].

Afin de permettre la séparation de deux partenaires moléculaires, la méthode BMD néces-
site la définition d’une coordonnée de réaction (RC). Cette coordonnée de réaction correspond
en général a la distance de séparation entre deux atomes, 1’un pris dans la protéine, I’autre pris
dans le ligand. Dans la méthode BMD, une force quadratique dépendante du temps est intro-
duite dans le systeme seulement lorsque la valeur de la coordonnée de réaction diminue (voir
sous-section 1.2.3. p. 22). Par conséquent, 1’évolution sans contrainte des deux partenaires est
permise tant que la valeur de la coordonnée de réaction ne diminue pas. De ce fait, parmi les
méthodes introduisant une force supplémentaire lors des simulations d’un systeéme moléculaire,
la méthode BMD est celle qui introduit le moins de perturbation [109].

A partir de ECI, la force introduite dans le systéme agit sur une coordonnée de réaction
correspondant 2 la distance séparant les atomes 8-O1 et C* du résidu Glu5 (dpc1). A partir de
EC2, la coordonnée de réaction correspond a la distance de séparation entre les atomes 308-N7
et C* du résidu Glu5 (drco). L'utilisation des atomes 8-O1 et 308-N7 comme faisant partie de la
coordonnée de réaction a été dictée premierement par la proximité de la position de ces atomes
avec les centres de masse des ligands 8 et 308. Deuxieémement, les atomes 8-O1 et 308-N7
se trouvent dans les parties de ceeur des deux ligands qui correspondent aux parties les moins
mobiles, d’apres les résultats obtenus pour les états complexés (sous-section 4.3 p. 100).

Le deuxieme atome du couple choisi pour chaque coordonnée de réaction, I’atome C* du ré-
sidu Glu3, a été sélectionné pour trois raisons. Premierement, le résidu Glu5 se trouve au milieu
du brin 31 qui est la région de la protéine la moins mobile, d’apres 1’analyse des états complexés
(sous-section 4.3 p. 100). Deuxiemement, le résidu Glu$5, le noyau indole de la chaine latérale
du résidu Trp59 (qui forme le fond du site de fixation) et les parties de cceur des ligands sont

approximativement alignés dans les états complexés. Cet alignement peut aider initialement a
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expulser le ligand selon une direction qui permet d’éviter les collisions avec I’environnement du
site de fixation. Troisiemement, I’atome C* du résidu Glu5 est un des atomes les plus éloignés
du centre de masse (CM) du ligand dans chaque état complexé. En utilisant une distance dgc
initiale élevée (figure 5.2 (B)), I’échantillonnage par le ligand de la zone de contact S1 conduit,
dans la méthode BMD, a I’application d’une force d’expulsion sur le ligand, ce qui n’est pas le
cas pour la distance dr¢ plus faible pour laquelle le ligand explorera la zone S2 plus longuement
(figure 5.2 (A)). La valeur initiale de dgc élevée utilisée dans cette étude permet de diminuer
la fréquence d’échantillonnage de plusieurs sous-ensembles de 1’état complexé comme ceux
observé par Huang et Caflisch lors de la décomplexation de petits ligands de faible affinité de
FKBP12 [110]. De plus, en utilisant une valeur initiale de dp élevée, la limite d’application
de la force est plus étendue, pour un éloignement équivalent du ligand par rapport a la protéine,
que si une valeur initiale de dz¢ faible est utilisée. Ainsi, la valeur initiale de d g élevée utilisée
ici permet également de diminuer la fréquence d’échantillonnage de plusieurs sous-ensembles

d’un état métastable.

Pour les simulations LD de décomplexation par introduction de la force définie dans BMD
(étape 1 figure 5.1), plusieurs valeurs de la constante de force d’expulsion (parametre o) ont été
testées a partir de structures extraites des simulations LD de chaque état complexé. Les struc-
tures ont été extraites d’une simulation toutes les nanosecondes. Au total, 18 et 57 structures ont
été extraites respectivement de EC1 et de EC2“. Les valeurs initiales testées pour le parametre
a (ay de I’étape 1 de la figure 5) vont de 100 a 500 pN/A par incrément de 100 pN/A; les
valeurs 50 et 350 pN/A ont également été testées. Le choix de la valeur initiale o; correspond a
la recherche d’un compromis entre I’amplitude de la perturbation introduite dans le systeme et
le temps nécessaire pour expulser le ligand.

Les simulations de décomplexation sont analysées en suivant les évolutions temporelles de
la distance correspondant a la coordonnée de réaction (dg¢), des distances entre les différents
centres de masse ci-apres définis (dqjy) et de différentes valeurs de RMSD de la protéine et du
ligand. Les d¢as représentent chaque distance entre le centre de masse du site de fixation de

FKBP12 et chacun des quatre centres de masse des quatre parties du ligand (Ph1, Ph2, coeur et

a. Pour les simulations LD2 dont les temps de productions sont inférieurs a 10 ns, les structures du début de la

production ont également été extraites.
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FIGURE 5.2 — Importance de la valeur de la distance séparant les atomes formant le couple de la

coordonnée de réaction. Le ligand est représenté par une sphere vide liée a I’atome de la protéine
par deux coordonnées de réaction RC; et RC,. Dans la méthode BMD, des que RC<RC; ou
RC<RC; (RC étant la valeur instantanée de la coordonnée de réaction, la force d’expulsion est
appliquée a RC ; dés que RC>RC; ou RC>RC,, aucune force d’expulsion n’est appliquée, i.e.
le ligand évolue sans contraintes. L’arc de cercle tracé dans les deux cas représente la limite
d’application de la force. A gauche, les spheres pleines correspondent a des positions du ligand
pour lesquelles RC>RC,. A droite, les sphéres hachurées correspondent 2 des positions pour
lesquelles RC<RC;. Les positions des spheres pleines et hachurées sont identiques, montrant
que la force d’expulsion est appliquée dans le cas de RC; (valeur plus grande) mais pas de RCs,

alors méme que les spheres de droite et de gauche ont des positions équivalentes.
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iPe pour le ligand 8 ; Ethe, iBu, cceur et Tol pour le ligand 308). L’analyse des évolutions des
deas a également été utilisée par Curcio ef al. dans leur étude de la décomplexation en utilisant
la méthode BMD de la fluorescéine et de I’ anticorps anti-fluorescéine FITC-E2 [57]. Les RMSD
de la protéine et des parties du ligand ont systématiquement été calculés apres alignement des
atomes C“ de la protéine sur ceux de la structure cristallographique. Pour une simulation don-
née, des valeurs présentant de faibles variations autour d’une méme moyenne respective pour
les distances d¢ s et dre, et pour les RMSD durant des périodes d’une centaine de picosecondes
sont des indicateurs de la présence d’un ensemble de structures métastables défini comme 1’en-
semble des structures d’une seule simulation comprises dans 'intervalle [1670; 1920 ps] pour
la simulation de décomplexation de la figure 5.3 (A) et dans I’intervalle [230; 570 ps] pour la
simulation de stabilisation de la figure 5.3 (B)”. Ces simulations de stabilisation sont présentées
ci-apres et font partie de I’étape 2 du protocole de la figure 5.1.

La valeur «; de 300 pN/A a été choisie pour les simulations de décomplexation de EC1
puisque cette valeur permet d’expulser entierement le ligand 8 du site de fixation de FKBP12 au
cours de productions dont les temps n’excedent pas 5 ns. Pour les simulations de décomplexa-
tion de EC2, la valeur de 300 pN/A a également été utilisée pour «;. Cependant, contrairement
aux simulations de décomplexation de EC1, cette valeur ne permet pas d’atteindre la séparation
totale de la protéine et du ligand au cours de productions dont les temps n’excedent pas 10 ns.
En revanche, cette valeur permet d’observer des ensembles de structures métastables (ESMs)
proches de ceux issus de EIl (section 2. p. 132). Il est a noter que beaucoup d’ESM ont été
obtenus a partir des simulations initiales de décomplexation (utilisant cv;) mais qu’il s’est avéré
que la plupart de ces ESM ne correspondent pas a un état intermédiaire puisqu’ils ont été écartés
lors de I’étape suivante de stabilisation ou lors de 1’étape de classification des ESM (respective-
ment étapes 2 et 3 figure 5.1). Pour tous les ESM déterminés au cours de 1’étape 1 du protocole,
des structures ont été tirées de ces ensembles afin de les stabiliser, i.e. augmenter le temps de

vie de ces états, lors de 1’étape 2 de ce protocole.

Au cours de I’étape 2 du protocole, une ou plusieurs structures de chaque ESM déterminé a

I’issue de I’étape 1 a été utilisée afin de réaliser des simulations de stabilisation de ces ESM. Ces

b. 1l est important de noter que les valeurs de distance et de RMSD ont été décalées afin d’utiliser la méme

échelle pour chaque figure.
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FIGURE 5.3 — Suivi des distances séparant les centres de masse des parties du ligand 308 et
du site de fixation de FKBP12 (dCM1-4), les atomes 308-N1 et Glu5-C* (dg¢) ainsi que des
RMSD des atomes C* de la protéine (RMSD1) et de 1a boucle 80 (RMSD2 et RMSD3) au cours
d’une simulation de décomplexation (A) et d’une simulation de stabilisation de I’ESM tiré de la
décomplexation (B). Les dCM1, dCM2, dCM3 et dCM4 correspondent aux distances séparant le
centre de masse du site de fixation de FKBP12 et le centre de masse, respectivement, des parties
de ceeur, Ethe, iBu et Tol de 8. Les RMSD sont calculés apres alignement Al pour la protéine
(RMSD1) et apres alignements A2 et A3 (respectivement RMSD?2 et RMSD?3) pour la boucle 80
(les alignements A1, A2 et A3 sont décrits p. 136). La zone encadrée en noir montre des valeurs
dont les variations sont toutes stables durant une période de temps de quelques centaines de

picosecondes faisant apparaitre la présence d’un ensemble de structures métastables.
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simulations de stabilisation emploient des forces d’expulsion plus faibles permettant de stabili-
ser les ESM. En effet, le ligand ayant commencé a s’éloigner, les interactions intermoléculaires
sont moins nombreuses, ce qui conduit a utiliser une force plus faible permettant un équilibre
entre expulsion et recomplexation du ligand avec la protéine. Cet équilibre, lorsqu’il est trouvé
pour une valeur de a plus faible que o, entraine une augmentation du temps de vie des ESM
et des valeurs plus stables de drc, deops et RMSD pour la protéine et le ligand, comme présenté
sur la figure 5.3 (B). Pour les ESM dont les temps de vie sont inférieurs a 150 ps et pour les
simulations qui ne montrent aucune stabilité des valeurs dgc, doys et RMSD, une structure en
a été extraite pour effectuer des simulations avec une valeur de o diminuée de 25 pN/A (ité-
ration o figure 5.1). Dans les cas ou soit la valeur de «y est égale a 25 pN/A, soit le ligand
est redescendu dans le fond du site de fixation, une nouvelle structure parmi celles tirées des
ESM de I’étape 1 est utilisée afin d’effectuer des simulations de stabilisation d’un autre ESM
(étape «aller a 2a» de la figure 5.1). Les ESM dont les temps de vie sont supérieurs a 150 ps
sont regroupés, de méme que ceux issus de 1’étape 1, pour étre classifiés a 1’étape 3.

Pour les simulations de stabilisation des ESM obtenues a partir du complexe FKBP12-308,
I’étape 2 du protocole a été légerement simplifiée. Afin de diminuer le nombre de simulations
de stabilisation a effectuer, seule la valeur de o de 250 pN/;\ a été utilisée. Cette valeur permet
d’obtenir un nombre suffisant d’ESM dont les temps de vie sont supérieurs a 150 ps (voir section

2.p.132)

L’étape 3 du protocole correspond a la classification des ESM obtenus lors des simulations
de décomplexation ¢ et de stabilisation (étapes 1 et 2 de la figure 5.1), et dont les temps de
vie sont supérieurs a 150 ps. Les quatre criteres suivants ont été utilisés afin de classifier les
ESM représentant les mémes états métastables et de sélectionner, parmi ces états, ceux qui sont
susceptibles de correspondre a un état intermédiaire. Premierement, comme indiqué précédem-
ment, les ESM doivent étre stables sur des périodes d’au moins 150 ps. Font partie d’'une méme
classe les ESM pour lesquelles leurs valeurs pour dgc, doas €t RMSD sont proches les unes des

autres et relativement constantes. Le méme critere de stabilité structurale a été utilisé par Li et

c. Pour le complexe FKBP12-308, aucun ESM obtenu a I’issue des simulations de décomplexation (étape 1 du
protocole) n’a été pris en compte pour I’étape de classification. Afin d’obtenir des classes encore plus homogenes,

seuls les ESM issus des simulations de stabilisation ont été pris en compte.
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Daggett dans la recherche d’un état intermédiaire se formant au cours du processus de dénatura-
tion de la barnase [111]. Deuxiemement, la structure de la protéine ne doit pas étre trop altérée,
hormis celle de la boucle 80 qui est connue pour étre flexible et qui contribue au site de fixation
de FKBP12 en entourant la cavité principale (figure 4.1 p. 91). Troisiemement, les ESM doivent
balayer des conformations dont les structures sont apparentées. En particulier, les positions du
ligand a proximité du site de fixation doivent €tre proches pour les ESM d’une méme classe, in-
diquant une homogénéité pour ces positions. La reproductibilité et ’homogénéité des données
pour les ESM sont des indicateurs de la convergence des simulations qui est suffisante pour
fournir une vision globale des caractéristiques des états métastables. Quatriemement, d’apres
I’hypothese de I’existence d’un état intermédiaire le long du chemin de complexation, les struc-
tures de la protéine et du ligand ainsi que leur orientation relative dans les ESM d’une classe
donnée doivent étre de sorte qu'une connexion, au moins conceptuelle, avec 1’état complexé

respectif soit possible.

Parmi les ESM obtenus lors de I’application du protocole sur EC1, quatre classes d’ESM ap-
pelées CESM11, CESM12, CESM13 et CESM 14 ont pu étre identifiées. Quatre classes d’ESM,
CESM21, CESM22, CESM23 et CESM24 ont également été identifiées a partir du protocole
appliqué sur EC2. Les valeurs de dgc, doys et RMSD correspondant a chaque ESM de chaque
classe sont présentés dans le tableau 5.1 ; les valeurs moyennes et les déviations standards pour
chacune des classes sont également présentées. Chaque classe d’ESM est alors définie comme

un état métastable identifié au niveau LD.

La derniere étape de la recherche des états intermédiaires consiste a extraire des structures
de chacune des classes pour effectuer des simulations SBD. A 1la suite de ces simulations, si
un méme état métastable est caractérisé par les deux types de simulation LD et SBD, alors ce
dernier critére respecté constitue un indicateur important de la stabilité de cet état qui est ainsi

validé comme état intermédiaire.
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CHAPITRE 5. PROTOCOLE DE DECOMPLEXATION ET ETUDE DES EI

2. Les simulations SBD comme derniere étape de la

recherche des états intermédiaires

Afin de déterminer parmi les classes d’ESM candidates celles qui peuvent correspondre a
des états intermédiaires, des simulations utilisant une représentation explicite du solvant ont été
utilisées. L'utilisation d’une représentation explicite du solvant permet (i) de confirmer ou pas
la stabilité des classes d’ESM identifiées précédemment et (ii) d’affiner les états intermédiaires
identifiés au niveau LD puisqu’un modele de solvatation explicite fournit une représentation
plus réaliste du systéme. Le type de simulation SBD a été choisi afin d’introduire uniquement
un nombre de molécules d’eau dans le systeme qui soit suffisant pour représenter les évolutions
du ligand et du site de fixation de FKBP12. De plus ce type de simulation permet d’utiliser une
représentation explicite du solvant équivalente a celle utilisée pour les états complexés. Pour
ces simulations SBD, une ou plusieurs structures tirées de chaque classe d’ESM candidate ont
été sélectionnées. Des molécules d’eau ont été ajoutées a chacune des structures sélectionnées
afin de former une sphére d’eau de 22 A de diametre centrée sur le site de complexation. Pour
chaque structure solvatée, plusieurs simulations indépendantes ont ensuite été conduites sans

appliquer de force d’expulsion ni de contraintes NOE sur le systeme.

Cette étape essentielle qui consiste a tester la stabilité des classes d’ESM dans une repré-
sentation explicite du solvant a permis d’écarter trois des quatre classes candidates pour EI1 et
deux des quatre classes candidates pour EI2. Pour le complexe FKBP12-8, les classes CESM11,
CESM13 et CESM 14 ne correspondent pas a des états intermédiaires d’apres les résultats des
simulations SBD réalisées a partir de structures tirées de ces classes. Pour la classe CESM11,
dans I’étape de préparation des simulations SBD, ou il s’agit d’ajouter des molécules d’eau a la
structure tirée de cette classe, aucune molécule ne peut s’insérer entre le ligand 8 et FKBP12.
Or, lors des simulations SBD, 1’absence de molécule d’eau séparant le ligand et la protéine
conduit a un enfoncement du ligand dans le site de fixation en raison, notamment, des collisions
dues aux molécules d’eau. Ainsi, lors des simulations SBD, la classe CESM11 est convertie

en un état trés proche de EC19. Ce résultat important indique la nécessité de la présence d’au

d. D’ailleurs, sur le tableau 5.1, les valeurs obtenues pour la classe CESM11 sont tres proches de celles obtenues

pour les simulations LD1, sauf pour la distance entre le centre de masse du site de fixation et le centre de masse de
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moins une couche d’eau entre les deux partenaires afin d’obtenir un état intermédiaire stable.
L’importance de cette couche d’eau entre les deux partenaires a été suggérée par Shan et al. lors
de leur étude de la formation des complexes Src-PP1 et dasatinib-PP1 [112]. Pour les classes
CESM13 et CESM 14, les interactions formées entre FKBP12 et 8 sont peu nombreuses. Toute-
fois, lors des simulations SBD a partir des structures tirées de ces deux classes, quelques ESM
ont été obtenus. En revanche, lors de la tentative de regroupement dans une méme classe de ces
ESM obtenus en SBD, aucune classe d’ESM présentant des résultats homogenes entre-eux n’a
pu étre identifiée. De plus, les ESM identifiés lors des simulations SBD ne présentent pas de
similitudes avec les ESM des classes respectives CESM13 et CESM14 (obtenues en LD). Les
ESM issus des simulations SBD ne satisfont donc pas le premier critere définit précédemment
pour I’identification de classes homogenes. La reproductibilité et ’homogénéité des résultats
ne pouvant étre obtenues a partir des structures issues des CESM13 et CESM 14, aucun état
intermédiaire n’a pu étre obtenu dans ces cas. Pour le complexe FKBP12-8, seul un état in-
termédiaire a été stabilisé en utilisant des simulations SBD a partir d’une structure tirée de la
classe CESM12. Pour cet état intermédiaire, appelé par la suite EIl, sept simulations SBD in-
dépendantes ont été obtenues pour une production totale de 12 ns. Cet état intermédiaire est
représenté en comparaison avec SC1 sur la figure 5.4 (a).

Pour le complexe FKBP12-308, les classes CESM21 et CESM23 n’ont pas été choisies pour
les simulations SBD sur la base des analyses préliminaires sur les structures tirées de ces classes
apres introduction des molécules d’eau dans le systeéme. Pour les structures tirées de CESM21,
aucune molécule n’a pu étre insérée entre le ligand 308 et FKBP12. Comme précédemment pour
la classe CESM11, I’absence de molécules d’eau entre les deux partenaires peut conduire a un
enfoncement du ligand dans le site de fixation. La classe CESM21 a donc été abandonnée car
ces structures n’auraient pu conduire a 1’état intermédiaire recherché. Pour la classe CESM23,
malgré la valeur de RMSD pour le site de fixation proche de celle de la classe CESM22 (res-
pectivement 2,27 et 2,06 A), une analyse visuelle de la forme de ce site révele une ouverture de
la cavité principale différente entre ces deux classes. Ceci entraine une différence de solvatation
pour les structures tirées de chaque classe. Alors que pour la classe CESM22, une couche d’eau

peut s’insérer entre le ligand 308 et FKBP12, cette couche d’eau est absente lors de la solvata-

la partie Ph2.
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FIGURE 5.4 — Comparaison de la position des ligands (a) 8 et (b) 308 dans le site de fixa-

tion de FKBP12 dans SC (gauche) et dans EI (droite). Les couleurs utilisées pour les résidus
de la protéine sont présentées dans I’encadré central. (a) Les interactions 1le56-NH- - - O2 et
Tyr82-OH- - - O3 sont représentées par des tirets, ainsi que le contact [1e90-CG2- - - O3 présent
seulement dans EI1. (b) Les interactions I1e56-NH- - - O1 et Tyr82-OH.: - - O2 sont représentées

par des tirets, ainsi que le contact [1e90-CD- - - O5 présent seulement dans EI2.
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tion des structures tirées de la classe CESM23. Ainsi, pour la classe CESM23, un enfoncement
du ligand dans le site de fixation est attendu comme pour la classe CESM21. Donc, la classe
CESM23 a également été abandonnée sur la base de ’absence d’une couche d’eau entre 308
et FKBP12. En résumé, pour le complexe FKBP12-308, un état intermédiaire a été stabilisé
en utilisant des simulations SBD effectuées a partir de structures tirées des classes CESM22 et
CESM24. Cet état intermédiaire, appelé par la suite EI2, correspond au regroupement des struc-
tures issues de 17 simulations SBD indépendantes pour une production d’environ 25 ns. Cet état
intermédiaire est représenté en comparaison avec SC2 sur la figure 5.4 (b). Il est a préciser que,
a I’issue des simulations SBD réalisées a partir des classes CESM22 et CESM24, deux autres
ESM, différents de EI2, ont ét€ obtenus. Seules des analyses préliminaires sont disponibles pour
ces ESM mais elles ne permettent pas de les définir comme des états intermédiaires. Les infor-
mations semblent indiquer qu’il s’agit d’états proches de EI2 mais ne seront pas présentés par

la suite.

Apres comparaison des informations contenues dans le tableau 5.1 pour EIl ou EI2 et les
classes CESM respectives, il est possible d’observer des caractéristiques structurales similaires
entre la classe CESM12 (structures issues de simulations LD avec 1’utilisation de la méthode
BMD) et EIl (structures issues de simulations SBD). En effet, les différences pour toutes les
valeurs de distances et de RMSD sont inférieures a ~1 A, sauf pour la valeur de RMSD de la
partie Ph2 dont la différence s’éleve a 1,2 A. De la méme maniere, pour EI2, les comparaisons
font apparaitre des similitudes entre les caractéristiques structurales de la classe CESM22 et
celles de EI2. En effet, les différences pour les distances et RMSD sont inférieures 2 0,75 A, sauf
pour les RMSD des parties Ethe et iBu de 308 dont les différences s’éleévent respectivement a
1,34et1,14 A, Cependant, il est nécessaire de rappeler que EI2 a été obtenu par des simulations
SBD effectuées a partir de structures tirées des classes CESM22 et CESM24 (avec un plus grand
nombre de simulations de EI2 issues des structures de CESM?24). Or, la comparaison entre les
deas et les RMSD du ligand 308 de EI2 et de CESM24 montrent des différences plus élevées
(sauf pour la partie Ethe), avec notamment le doy, et le RMSD pour la partie de cceur qui sont
tous deux supérieurs de 3 A dans CESM24 par rapport 2 EI2. Ainsi, il est intéressant d’observer
que deux états différents obtenus par simulation en solvatation implicite convergent vers un

méme état par simulation en solvatation explicite. Il ressort de ces comparaisons que, malgré la
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différence de représentation du solvant, il est possible d’obtenir des états a partir des deux types
de simulation qui sont tres proches en terme de structure des partenaires et de position du ligand
dans le site de fixation de FKBP12. Toutefois, les différences montrent un enfoncement soit
léger (pour EI1 et pour EI2 en comparaison respectivement avec CESM12 et CESM22), soit de
maniére un peu plus importante (pour EI2 en comparaison avec CESM24) du ligand dans le site

de fixation dii probablement aux collisions des molécules d’eau.

3. Caractéristiques des états intermédiaires

Dans cette section, les caractéristiques des états intermédiaires EI1 et EI2 stabilisés précé-
demment par les simulations SBD sont présentées. Il est important de rappeler que les analyses
des états intermédiaires reposent sur la condition que les résultats obtenus a partir d’une dé-
complexation sont également valables pour le processus inverse, en se basant sur des travaux
précédents qui ont utilisé une approche similaire [57, 113]. Cette condition est ici satisfaisante
du fait de I'utilisation de forces d’expulsion faibles et d’une représentation implicite du solvant
pour la recherche initiale par décomplexation. Nous analyserons dans la suite I’intégrité struc-
turale de la protéine et du ligand, la position relative du ligand dans le site de fixation ainsi que
la mobilité des deux partenaires. Les interactions formées entre FKBP12 et le ligand dans les
états intermédiaires seront également décrites. Les résultats présentés pour EIl ont été publiés

dans la revue Journal of Chemical Theory and Computation [38].

3.1. Structure des EI

La structure de la protéine a été analysée en effectuant des calculs de RMSD apres avoir
aligné les atomes C* des structures de EI sur leurs positions de référence observées dans SC.
Trois types d’alignement ont été utilisés afin de calculer les RMSD. Le premier type d’aligne-
ment, nommé alignement A1, correspond a un alignement de I’ensemble des atomes C* sur leur
position de référence. Les RMSD des atomes C* de FKBP12 calculés en utilisant cet aligne-
ment permettent d’obtenir des informations sur les déviations de la structure de FKBP12 mais
ne permettent pas de déterminer la nature de ces déviations (soit changement localisé de confor-

mation d’une région, soit déplacement de région donnée par rapport au reste de la structure).
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Pour les ligands par exemple, les RMSD des atomes lourds apres alignement Al permettent
d’obtenir des informations sur le déplacement du ligand dans le site de fixation par rapport a
sa position de référence. Le deuxieme type d’alignement, nommé A2 et qui a été utilisé pour
calculer d’autres valeurs de RMSD, aide a déterminer si un groupe de résidus G s’est déplacé
par rapport au reste de la protéine : il correspond a 1’alignement de tous les atomes C* sauf
ceux des résidus du groupe G. L’alignement de type A2 permet d’obtenir des valeurs de RMSD
qui tiennent compte des déformations globales du groupe G (déplacement). Le troisieme type,
nommé A3, correspond a I’alignement uniquement des atomes Ca des résidus du groupe G sur
leur position de référence. L’alignement de type A3 permet d’obtenir des informations sur la
déformation locale d’un groupe G de résidus. Ainsi, en comparant les RMSD calculés a partir
des atomes Ca apres alignement selon A2 ou A3, il est parfois possible de préciser le groupe de
résidus a I’origine des déviations de la structure de FKBP12°.

Le tableau 5.2 présente, pour les deux états intermédiaires, les valeurs de RMSD des atomes
C“ (colonne 1) des résidus de FKBP12 sauf ceux de la boucle 80 apres alignement A1, (colonnes
2 et 3) de la boucle 80 apres alignement soit A2, soit A3, et (colonnes 4 a 9) de sous-régions de
cette boucle apres alignement soit A2, soit A3 (Tyr82-His87, Pro88-Pro93 et His94-Ala95 pour
EIl et Tyr82-Gly83, Ala84-Pro93 et His94-Ala95 pour EI2). Pour obtenir les caractéristiques
structurales de EI1, les RMSD reportés sont tous des moyennes d’ensemble calculées a partir
des moyennes temporelles issues des simulations SBD de EIl (idem pour EI2). Pour EIl, la
valeur moyenne de RMSD calculée pour les atomes C* des résidus qui ne sont pas dans la boucle
80 est égale 2 0,81 A, valeur légerement inférieure a celle calculée pour EC1 obtenue par les
simulations SBD (0,89 A pour SBD1). Pour EI2, la valeur moyenne du méme calcul de RMSD
est égalea 1,11 A, valeur inférieure 2 celle calculée pour EC2 obtenue par les simulations SBD
(1,76 A pour SBD2). En revanche, la valeur calculée apres alignement A2 pour la boucle 80 qui
entoure la cavité principale du site de fixation indique une déformation globale de cette boucle
d’environ 3,5 et 4,0 A respectivement dans EIl et EI2 (obtenu par A2), ce qui est largement
supérieur aux valeurs moyennes calculées pour les EC (de ~1,7 et ~1,9 A). De plus, cette

boucle subit une déformation locale un peu plus importante dans les EI que dans les EC (2,00 et

e. Toutefois, lorsque les valeurs de RMSD obtenues apres alignements A2 et A3 sont toutes les deux élevées

et différentes, il est impossible de préciser la nature des déviations calculées.
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2,14 A dans El et entre 1,29 et 1,44 A dans EC obtenu par A3). Sur la figure 5.4, il est possible
de constater la différence de conformation pour la boucle 80 dans EI par rapport a celle observée

dans SC.

L’analyse des RMSD de la boucle 80 découpée pour EIl en sous-régions Tyr82-His87,
Pro88-Pro93 et His94-Ala95 révele que seule une partie de cette boucle contribue de maniere
importante a la déformation globale (i.e. au déplacement) et a la déformation locale de la boucle
80. En effet, les sous-régions Tyr82-His87 et His94-Ala95 sont seulement 1égerement déplacées
(valeurs moyennes de RMSD obtenues par alignement A2 entre ~1,6 et ~2,0 A). En revanche,
le squelette de la sous-région Pro88-Pro93 présente de larges déviations d’environ 4,8 A dans
les simulations SBD de EIl (obtenu par A2). Pour EI2, I’analyse des RMSD de la boucle 80
découpée en sous-régions Tyr82-Gly83, Ala84-Pro93 et His94-Ala95, indique que la premiere
et la derniere ne se déplacent que faiblement (valeurs moyennes de RMSD obtenu par aligne-
ment A2 entre ~1,3 et ~1,7 A). Comme pour la sous-région Pro88-Pro93 dans EI1, la sous-
région Ala84-Pro93 subit un large déplacement d’environ 4,5 A dans EI2 (obtenu par A2). De
plus, dans les sous-régions Pro88-Pro93 pour EIl et Ala84-Pro93 pour EI2, les déplacements
les plus importants sont observés pour les résidus Gly89 et 11e90 (ces deux résidus ont des
valeurs moyennes de RMSD obtenus par alignement A2 respectivement de 5,7 et 5 A dans
Ell, et de ~5,7 A pour les deux dans EI2). Ces résidus sont localisés dans la petite portion
riche en proline formant le sommet de la boucle 80. Il est a préciser que cette boucle com-
porte trois résidus glycine (Gly83, Gly86 et Gly89). Dans d’autres complexes protéine-ligand,
la présence de résidus glycine proche du site de complexation a été décrite comme un élément
majeur permettant la reconnaissance de ligands en favorisant les variations locales ou des chan-
gements de structure de boucles qui contribuent a 1’entrée du ligand dans le site de fixation de
la protéine [114, 115, 116]. Dans EI1, qui est supposé représenter une étape précédant la com-
plexation, le déplacement facilité par le résidu Gly89 peut ainsi apparaitre comme une stratégie
efficace pour favoriser une interaction entre le résidu voisin I1e90 et la fonction dicétone (C80O3-
C904) de 8 (vide infra). Des études précédentes sur FKBP12 ont démontré la déformation de la
structure autour du résidu Gly89 ainsi que I’importance de la boucle 80 pour la reconnaissance
des ligands. Par exemple, lors de la comparaison des structures de FKBP12 non-liée et liée

avec différents ligands, une différence systématique de conformation du squelette de la sous-
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région His87-Gly89 de la boucle 80 a été montré, avec des valeurs de RMSD pouvant atteindre
2 A [117]. Dans une étude de la formation du complexe ternaire FKBP12-FK506-calcineurine,
I’importance de la sous-région His87-11e91 dans la reconnaissance de la calcineurine a égale-
ment été démontrée [118]. En comparant les conformations de FKBP12 dans ses états non-li€ et
complexé avec FK506, Ivery et Weiler ont déduit que la boucle 80 devrait subir un déplacement
dans son ensemble lors de la complexation avec le ligand FK506 [28]. La méme conclusion a
été tirée par Wilson et al. d’apres leur comparaison des structures de FKBP12 non-liée avec
celles de la protéine complexée avec FK506 et avec la rapamycine [104]. Toutes les conclusions
de ces études ont donc suggéré un déplacement concerté de la boucle 80 lors de la complexation

des ligands a FKBP12.
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Afin de vérifier si, la boucle 80 subit un déplacement concerté lors des conversions entre
états EC = EI, il est intéressant de remarquer que dans SC les chaines latérales des résidus
Tyr82, His87, I1e90 et I1e91 (les plus volumineuses de cette boucle) sont regroupées et forment
un cceur hydrophobe cylindrique dont le bord supérieur définit une petite cavité vers laquelle
pointe 1’atome 8-C13 dans SC1 et, dans SC2, le coté de la partie Tol de 308 formé par les atomes
308-C21 a 308-C23; cette cavité est en forme de gant de baseball (voir la partie gauche des
figures 5.4 (a) et (b)). Partant de cette constation, six distances séparant les centres de masse des
chaines latérales de ces quatre résidus ont été mesurées afin de comparer les valeurs obtenues
dans EI et EC. Les valeurs moyennes de distance pour EC et EI sont reportées dans le tableau
5.3.

La comparaison entre les valeurs de EI1 et EC1 montrent des différences en valeur absolue
inférieures a 0,6 A, sauf pour les distances His87- - - 11e91. Les différences entre les valeurs de
EIl et EC1 pour les distances impliquant le résidu Ile91 sont toutes positives et comprises entre
0,40 et 1,14 A ce qui traduit un éloignement plus ou moins important de la chaine latérale de ce
résidu par rapport aux chaines latérales des autres résidus. A I’inverse, pour les autres couples les
valeurs sont toutes négatives et comprises entre -0,05 et -0,58 A, ce qui traduit un rapprochement
de ces chaines latérales. En combinant ces deux observations il est possible d’en déduire que
les chaines latérales des résidus Tyr82, His87 et I1e90 se déplacent de maniere concertée en
s’éloignant toutefois 1égerement de la chaine latérale du résidu [1e91. Ce déplacement peut étre
observé en comparant les images de gauche et de droite sur la figure 5.4 (a).

Pour EI2, les différences par rapport 2 EC2 sont en valeur absolue supérieures 2 0,4 A sauf
pour celles associées aux distances His87- - - 11e90 et 11e90- - - Ile91. Des valeurs de différence
proches de 2,3 A sont observés pour les distances Tyr82- - - His87 et His87- - - I1e91. Dans le cas
de EC2 et EI2, la comparaison entre les six couples de distance séparant les centres de masse
des chaines latérales formant la cavité ne permet pas de déterminer le déplacement relatif des
chaines latérales. Toutefois, en comparant les images de gauche et de droite sur la figure 5.4 (b),
il semblerait que le déplacement concerté de ces chaines latérales dans ce cas s’accompagne
d’un déplacement plus important pour les chaines latérales de Tyr82 et His87 entre lesquelles
viennent s’insérer la partie Tol et la sous-partie S80405 de 308 pour former de nombreuses

interactions (section 3.4. p. 150).
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TABLEAU 5.3 — Analyse de la déformation de la petite cavité latérale du site de fixation formée
par les chaines latérales volumineuses de la boucle 80 (Tyr82, His87, 11e90 et 11e91) pour les
complexes FKBP12-8 (gauche) et FKBP12-308 (droite). Les valeurs moyennes accompagnées
de leurs déviations standards pour les distances (A) de séparation entre les centres de masse de

ces chaines latérales des résidus obtenues a partir des structures issues des simulations SBD de

El et de EC.
dowm EC1 EIl EI1-EC1 EC2 EI2 EI2—-EC2
Tyr82 | His87 | 5,38 + 0,27 | 5,27 £ 0,14 —0,11 5,65+0,19 | 7,90+ 0,6 2,25
Tyr82 | 11e90 | 9,33 £ 0,10 | 8,75 + 0,49 —0,58 9,60 £ 0,18 | 8,91 0,22 —0,69
Tyr82 | 1le91 | 5,43 £0,10 | 5,84 4+ 0,32 0,41 5225+0,11 | 4,81 £0,16 —0,44
His87 | 11e90 | 6,03 + 0,18 | 5,98 + 0,23 —0,05 6,12+ 0,24 | 6,01 £1,5 —0,11
His87 | Ile91 | 6,09 + 0,19 | 7,23 £+ 0,33 1,14 5,97 £0,28 | 8,33 £ 0,66 2,36
11e90 | Ie91 | 5,72 + 0,03 | 6,12 £ 0,04 0,40 5,90 0,04 | 5,99 £ 0,11 0,09

La combinaison des résultats des analyses de la boucle 80, i.e. RMSD des sous-régions
de celle-ci et des distances de séparation entre les centres de masse de ses chaines latérales
volumineuses, révele (i) un changement de conformation du sommet de cette boucle dans la
région Pro88-Pro93 (déformation locale accrue pour le résidu Gly89) et (ii) un déplacement
concerté de la majorité des chaines latérales volumineuses de cette boucle lors des conversions

entre états EC = EI.

3.2. Position du ligand dans le site de fixation de FKBP12

Le déplacement du ligand dans le site de fixation de FKBP12 entre SC ou EC et EI a été
analysé grace a (i) la mesure des distances entre les centres de masse de chaque partie du ligand
et le centre de masse du site de fixation de FKBP12 (d¢yy), (i) des distances drc et (iii) des
calculs de RMSD des atomes lourds de chaque partie du ligand apres alignement des atomes
C* de FKBP12 sur leur position dans SC (alignement Al). Les valeurs moyennes de dgoj, et
de RMSD obtenues pour EIl et EI2, celles calculées pour EC1 et EC2 ainsi que les valeurs

de référence pour les dojp; mesurées sur SC1 et SC2 sont présentées dans le tableau 5.4. Les
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valeurs de déviation standard associées aux valeurs moyennes des dop, et des RMSD pour EIl
et EI2 sont toutes inférieures a ~0,4 A. Ces faibles valeurs de déviation peuvent étre reliées a
une homogénéité des résultats obtenus pour toutes les simulations d’'un méme type. Les valeurs
moyennes de RMSD et de dcj; montrent que la partie du ligand qui se déplace le moins entre
I’état intermédiaire et I’état complexé correspond a la partie Ph1 de 8 pour EIl et Ethe de 308
pour EI2 (différences respectives de ~1,3 et ~1,7 A par rapport a EC1, et de ~3,4 et ~2,6 A par
rapport 2 EC2). A I’inverse, la partie du ligand qui se déplace le plus entre EI et EC correspond a
I’ autre extrémité du ligand, la partie iPe pour 8 et Tol pour 308. Ces deux dernieres parties sont
celles qui intéragissent dans EC1 et EC2 avec la cavité latérale du site de fixation formée par
les chaines latérales volumineuses de la boucle 80 et qui se déplace de maniere concertée entre
EC et EI afin de permettre au ligand rentrant d’interagir avec cette cavité plus exposée dans EI.
Nous pouvons donc faire 1’hypothese que, dans les conversions entre états EC = EI, le large
déplacement des parties iPe de 8 et Tol de 308 est concerté avec le déplacement et I’exposition

de la cavité latérale de la boucle 80.
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Il est intéressant de noter que la position du cceur de 8 dans EIl est déplacée de 4,6 A
par rapport 2 sa position dans SC1 (valeur moyenne de d¢y; de 6,37 A dans EIl et valeur de
1,73 A dans SC1). Cette valeur de distance est similaire a la valeur de 4,5 A séparant les deux
surfaces des protéines dans 1’état intermédiaire trouvé pour le complexe barnase-barstar [119].
Pour la partie de cceur de 308, son déplacement dans EI2 par rapport a sa position dans SC2
est 1égerement moins important (3,8 A). Toutefois, ce déplacement permet la présence d’une
couche d’eau entre les deux partenaires qui peut empécher I’enfoncement du ligand 308 dans
le site de fixation et ainsi stabiliser sa position, comme indiqué auparavant lors de 1’étape de

sélection des candidats pour EI2 (p. 135).

3.3. Mobilité de FKBP12 et du ligand

Les RMSF des atomes des résidus de FKBP12 formant au moins deux interactions perma-
nentes avec le ligand (voir aussi sous-section 3.4. p. 150 et figure 5.11 p. 174 pour la discussion
sur les interactions) ont été calculés pour les simulations des EI et comparés avec les valeurs
obtenues pour les simulations de la protéine seule et de EC correspondant (figure 5.5). Pour
le complexe FKBP12-8, les RMSF des résidus GIn53-1le56 sont presque identiques pour les
trois états de la protéine (sauf respectivement pour les fonctions amide et carboxate des résidus
GIn53 et Glu54). Au contraire, pour les résidus Tyr82, His87 et I1e90 qui font partie de la boucle
80, les valeurs de RMSF varient entre les trois états de la protéine. En passant de 1’état de libre
diffusion des deux partenaires vers EIl, les RMSF des atomes de la chaine latérale du résidu
Tyr82 augmente de 20 2 30% (sauf pour les atomes C” et C”), tandis que les atomes du squelette
et des chaines latérales des résidus His87 et 11e90 présentent des RMSF plus faibles de 40 a 50
%. Pour le passage de EIl vers EC1, les valeurs de RMSF diminuent vers des valeurs de 0,5 a
0,7 A pour les atomes de la chaine latérale du résidu Tyr82 et ne varient que tres peu pour les
résidus His87 et 11e90 (augmentations inférieures a 0,35 A entre EI1 et EC1).

Pour le complexe FKBP12-308, les RMSF des résidus Glu54-I1e56 sont presque identiques
(différences inférieures 2 0,3 A entre chaque état) pour les trois états de la protéine, sauf pour
la fonction carboxate du résidu Glu54 (différences entre la protéine seule et EI2 d’environ 0,4
A). Au contraire, pour le résidu GIn53 et les résidus Tyr82, His87 et 11e90 qui font partie de la

boucle 80, les valeurs de RMSF varient entre deux des trois états de la protéine. Pour le résidu
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FIGURE 5.5 — Histogramme des valeurs moyennes avec les déviations standards des RMSF
calculées pour les résidus qui forment des contacts avec le ligand 8 dans EI1 (a) et le 308 dans
EI2 (b). Les valeurs correspondantes calculées pour EC sont reportées afin de pouvoir comparer
les deux états. Les valeurs de RMSF des atomes lourds du ligand calculées pour EI et EC sont
montrées dans I’encart. Dans un but de comparaison, les valeurs moyennes de RMSF des résidus
GIn53, Glu54, Val55, Ile56, Tyr82, His87 et 11e90 calculées a partir de quatre simulations SBD
indépendantes de 2 ns de la protéine seule sont indiquées. De méme, les valeurs moyennes de
RMSF des atomes lourds des ligands 8 et 308 ont été calculées a partir de respectivement cinq

et trois simulations SBD indépendantes de 2 ns du ligand seul.
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GIn53, une augmentation d’environ 0,8 A est observée pour la fonction amide lors du passage
de EI2 vers EC2, tandis que les RMSF des atomes du squelette sont équivalents. Pour le résidu
Tyr82, une diminution de 0,31 a 0,66 A des RMSF de tous ses atomes est observée lors du
passage de 1’état de libre diffusion vers EI2. Pour les résidus His87 et 11e90, une diminution de
0,4 20,9 A des RMSF de leurs atomes est observée lors du passage de I’état de libre diffusion
vers EI2. Lors du passage de EI2 vers EC2, les valeurs pour les autres atomes restent a peu pres
constantes, sauf pour 1190 (augmentation de ~0,3 A pour ses atomes) et quelques atomes de la

chaine latérale de His87 (diminution entre 0,2 et 0,9 A).

De la méme maniere que pour FKBP12, I’évolution de la mobilité des atomes du ligand entre
les différents états a été suivie en comparant les valeurs de RMSF associées au ligand seul, a
El et a la structure cristallographique (cadre inséré dans la figure 5.5). Les RMSF de chaque
atome lourd ont été analysées afin de pouvoir observer les mobilités des parties de chaque
ligand. Pour le ligand 8, les valeurs de RMSF calculées pour les trois états sont étonnement
similaires avec seulement des valeurs légerement plus élevées dans EIl pour les atomes 8-C12
et 8-C14. Ce résultat semble indiquer que lors de la complexation de 8 a FKBP12, sa mobilité
est conservée malgré la formation des premiers contacts dans EIl. Alors qu'une diminution de
la mobilité des parties interagissant avec FKBP12 serait a priori attendue lors du passage de EI
vers EC, nous remarquons qu’il n’y a pas de perte de fluctuations atomiques, ces fluctuations
atomiques décrivant une part de la mobilité du ligand. Ainsi, entre FKBP12 et 8 dans leur état
de libre diffusion et EI1, les interactions intermoléculaires naissantes dans EI1 contribuent a
diminuer le terme AH qui serait calculé entre ces deux états. De plus, en raisonnant sur le
ligand uniquement, une mobilité conservée pour 8 permet de ne pas contribuer a diminuer le
terme AS entre ces deux états.

Pour le ligand 308, lors du passage de I’état de libre diffusion vers EI2, les valeurs de RMSF
de tous les atomes sont diminuées de plus de ~0,3 A sauf pour 8-(C2, N7, C17, C22) (dont
les RMSF sont diminués de 0,2 A). En particulier, ces diminutions concernent les parties péri-
phériques : les atomes de la partie Ethe et I’atome 308-C23 de Tol ont des valeurs diminuées
de06al4 A. Toutefois, les RMSF de la plupart des atomes lourds des extrémités des parties
périphériques restent dans I’intervalle ~1-1,5 A. En passant de EI2 vers EC2, les valeurs de

RMSF sont a peu pres constantes avec seulement de 1égeres augmentations de 0,3 A pour les
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atomes 308-(C32, O2). Ainsi, contrairement a ce qui est observé pour le ligand 8, la diminution
de la mobilité des atomes lors du passage de I’état de libre diffusion permet d’anticiper une
perte de I’entropie pour le ligand dans ce cas. Cependant, cette perte entropique pour le ligand
est, nous le verrons dans la sous-section 3.4. p. 150, au moins compensée par de nombreuses
interactions qui apparaissent entre FKBP12 et 308 dans EI2. Entre EI2 et EC2 en revanche, la
mobilité similaire dans ces deux états pour les atomes du ligand semble indiquer que 1’entropie

est conservée entre ces deux états.

3.4. Analyse des interactions formées dans les EI

Malgré la grande mobilité qui semble conservée lors du passage entre 1’état de libre diffusion
des deux partenaires et EIl, la position du ligand 8 dans le site de fixation est stable. Pour le
ligand 308, méme si une diminution de la mobilité de ces atomes lourds est observée, certaines
sous-parties des parties périphériques sont toujours mobiles. Afin de comprendre 1’origine de
la stabilité de la position du ligand, les interactions formées entre le ligand et FKBP12 ont été

analysées pour ces deux états.

34.1. Analyse des interactions permanentes

Dans cette section, les contacts formés entre le ligand et FKBP12 ont été analysé en recher-
chant ceux qui sont conservés tout au long des simulations SBD de EI. Comme pour EC, les
contacts présentant des distances moyennes inférieures ou égales 2 4 A définissent les inter-
actions permanentes pour EI. Pour limiter notre étude, les distances reportées sont celles qui
sont inférieures ou égales a 4 A et qui sont observées dans plus de 50% des structures issues
d’au moins une des simulations pour EI. Dans les tableaux 5.5 et 5.6, les valeurs moyennes
pour ces distances ont été obtenues a partir des structures d’une simulation et pour I’ensemble
des simulations SBD de EI. Pour la plupart des couples d’atomes présentés dans ce tableau,
les distances moyennes de séparation des atomes sont comprises entre 4 et 5,8 A avec des dé-
viations standards allant de 0,1 jusqu’a des valeurs €levées telles que 1,2 A. Tl est frappant de
constater que tres peu de contacts possedent des valeurs de distance inférieures a 4 A. Pour EIl,
seuls deux groupes d’interactions permanentes sont observés entre 11e90-C?? et les atomes 8-C8

et 8-O3, d’une part (distances moyennes comprises entre 3,83 et 3,92 A), et entre les atomes
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Ile56-(N, C?), Val55-(C, C%) et 8-02, d’autre part (distances moyennes comprises entre 3,30
et 3,47 A). Les déviations standards pour ces distances associées 2 des interactions permanentes
sont inférieures 2 0,07 A, ce qui indique une homogénéité pour ces distances entre toutes les
simulations SBD de EI1. L’atome C"? du résidu I1e90 forme également un contact avec I’atome
8-O4 dont la distance moyenne s’éleve a 3,97 A. Toutefois, la déviation standard autour de
cette valeur moyenne est de 0,11 A 2 cause de distances légerement supérieures a 4 A pour trois
simulations. Ceci montre donc que cette interaction n’est pas conservée dans toutes les simu-
lations SBD de EIl. L’atome d’oxygene du squelette du résidu Glu54 forme également trois
contacts dont les distances sont proches de 3,9 A. Cependant, les valeurs des distances de ces
trois contacts sont associées 4 des déviations standards allant de 0,28 2 0,5 A, ce qui indique
que ces contacts sont absents dans certaines simulations SBD de EIl. Les interactions perma-
nentes associées a de faibles deviations standards (inférieures a 0,25 A), i.e. celles présentes

dans toutes les simulations, sont au nombre de sept.
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Il est intéressant de noter que parmi toutes les interactions qui présentent des distances
moyennes de contact inférieures 2 4 A dans EI1, seulement quatre interactions correspondent 2
des interactions observées dans SC1 : celles formées par 8-O2 avec les atomes Val55-(C, C%)
et [le56-(N, C72). Parmi ces interactions se trouve I’interaction permanente Ile56-N- - - 8-O2
qui fait intervenir deux des trois atomes intervenant dans la liaison hydrogene Ile56-H- - - 8-
02. Afin de savoir si le résidu Ile56 forme une liaison hydrogene avec 1’atome 8-O2 dans EI1,
la distance de séparation entre les atomes du couple Ile56-H- - - 8-O2 ainsi que 1’angle formé
entre les atomes [1e56-N, Ile56-H et 8-O2 ont été calculés pour les simulations SBD de EII.
Les valeurs pour EIl sont respectivement égales a 3,08 + 0,14 A et 295 + 8 °. Ces valeurs
montrent que la liaison hydrogene Ile56-H- - - 8-O2 présente dans EC1 et SC1 n’est pas encore
formée de maniere permanente dans EI1. Dans le tableau 5.5, le couple d’atomes Tyr82-O7"- - - 8-
O3 qui contient deux des trois atomes intervenant dans la deuxiéme liaison hydrogéne native
ne forme pas d’interaction permanente (distance de contact de 4,48 + 0,87 A). Méme lorsque
I’atome Tyr82-H" est pris en compte, le contact Tyr82-H"- - - 8-O3 n’est pas permanent (distance
calculée a 4,15 £+ 1,15 A dans EIl). Ainsi, lors du passage de EIl vers ECI, la formation
des deux liaisons hydrogenes Ile56-H- - - 8-O2 et Tyr82-H"- - - 8-O3 doit représenter un gain
enthalpique jouant le role d’une force motrice entre ces deux états. Nous voyons donc qu’entre

les molécules séparées et EIl, il y a un gain progressif en nombre d’interactions.

Pour EI2, 17 distances intermoléculaires, chacune marquée par un astérisque dans le tableau
5.6, sont inférieures a 4 A. Deux types de contact sont relevés correspondants pour le premier,
dont les valeurs de distances sont en italique dans le tableau 5.6, a des contacts présents dans
chacune des simulations (a une ou deux exceptions pres) et, pour le deuxieme, a des contacts
présents dans certaines d’entre elles uniquement, les déviations standards étant plus faibles (in-
férieures 2 0,25 A) dans le premier type comparées au second. Dans le premier type de contact,
nous retrouvons quatre groupes d’interaction permanente : Glu54-O- - - 308-C15,C16 / Val55-
(C, C®)---308-O1 / 1e56-N- - - 308-O1 / Tyr82-O"- - - 308-C2 / 11e90-C°- - - 308-05. Parmi ces
sept contacts permanents avec de faibles déviations standards (valeurs de distances mises en
italique dans le tableau 5.6), remarquons que quatre d’entre eux ont leur équivalent dans EI1 :
[le56-N et Val55-(C, C*) avec I’atome 308-O1 équivalents a ceux formés par 1’atome 8-O2 et

11e90C?- - - 308-05 équivalent a 11e90-C?2. - - 8-03. Un autre contact dans 308, Glu54-O- - - 308-
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C15, est retrouvé dans 8 mais avec des variations plus importantes entre simulations SBDI1
(distances de 3,64 4 0,13 A dans EI2 et 3,96 £+ 0,25 A pour EI1). Ces résultats montrent donc
des contacts entre atomes du ligand et de la protéine qui sont équivalents entre EIl et EI2,
malgré les structures dissemblables pour ces deux ligands. Ils montrent de plus une position
globalement équivalente pour ces deux ligands dans ces états intermédiaires.

Contrairement a ce qui est observé pour EIl, presque toutes les interactions permanentes
formées dans EI2 sont présentes dans SC2 (14 sur 17 interactions). Les trois interactions unique-
ment présentes dans EI2 sont Tyr82-O"- - - 308-C18, 11e90-C°- - - 308-05 et 11e91-C?- - - 308-C3.
Parmi les interactions permanentes formées dans EI2 et présentes dans également dans SC2,
se trouvent les interactions Ile56-N- - - 308-O1 (3,39 + 0,25 A) et Tyr82-O"- - - 308-02 (3,20
+ 0,64 A) qui contiennent deux des trois atomes impliqués dans les deux liaisons hydrogenes
formées dans SC2 (Ile56-H- - - 308-O1 et Tyr82-H"- - - 308-02). Afin de savoir si les résidus
Ile56 et Tyr82 forment une liaison hydrogene avec les atomes respectifs 308-O1 et 308-02, les
distances de séparation entre les atomes des couples Ile56-H- - - 308-O1 et Tyr82-H"- - - 308-02
ainsi que les angles formés, d’une part, entre les atomes Ile56-N, Ile56-H et 308-O1 et, d’autre
part, entre les atomes Tyr82-O", Tyr82-H" et 308-O3 ont été calculés pour les simulations SBD
de EI2. Les valeurs sont 2,78 & 0,34 A / 123 + 12° et 2,52 & 1,13 A / 140 + 40 ° respecti-
vement pour les interactions [le56-H- - - 308-O1 et Tyr82-H"- - - 308-O2. Ces valeurs indiquent
que les deux liaisons hydrogenes natives ne sont pas encore formée de maniere permanente dans
EI2. Toutefois, il est important de noter que pour 13 des 17 simulations, la liaison hydrogéne
Tyr82-H"- - - 308-02 est formée de maniere quasi-permanente. Ainsi, comme pour le complexe
FKBP12-8, la formation de la liaison hydrogene Ile56-H- - - 308-O1 représente un gain enthal-
pique lors du passage de EI2 vers EC2.

D’apres les résultats précédents, il est possible de conclure que peu d’interactions perma-
nentes sont formées dans EI, en particulier dans EI1. Il est donc difficile a partir de cette analyse
et des résultats de RMSF indiquant la mobilité élevée des parties du ligand de comprendre 1’ ori-
gine de la stabilité des EI, notamment en ce qui concerne la position stable du ligand dans le site
de fixation. Ainsi, il est nécessaire d’analyser les interactions transitoires qui peuvent se former

entre un résidu et une partie du ligand et contribue a la stabilité du ligand.
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34.2. Analyse des interactions transitoires

Afin de quantifier les contacts transitoires formés entre le ligand et FKBP12, la méme pro-
cédure que celle utilisée pour EC dans la sous-section 2.2.2. p. 107 a été utilisée. Les valeurs
moyennes du nombre d’interactions formées entre FKBP12 et le ligand dans EI sont présentées
sous forme de carte sur la figure 5.6. Comme pour EC, le nombre d’interactions transitoires
formées entre une partie du ligand et un résidu de FKBP12 peut s’obtenir a partir de la carte
du nombre total d’interactions en y retranchant le nombre d’interactions permanentes formées
entre ces deux groupes d’atomes.

Sur la carte pour EIl, les deux groupes d’interactions permanentes détaillés précédemment
sont visibles : les résidus Val55/Ile56 en interaction avec la sous-partie O1C102 de 8, dans
laquelle 1’atome 8-O2 forme la majorité des contacts, et le résidu 11e90 en interaction avec les
deux sous-parties C803 et C904 ou I’atome 8-O4 est responsable des contacts permanents tan-
dis que 1’atome 8-C9 intervient dans des contacts transitoires (toutes les fréquences de contact
entre ce dernier et le résidu I1e90 sont trés inférieures a 50 %). Environ deux interactions tran-
sitoires (£ 0,6) sont trouvées entre la sous-partie C803 et le résidu Tyr82 du fait de contacts
transitoires entre les atomes 8-O3 et Tyr82-(0", C¢, C2). Cependant, dans les simulations EI13
et EI16 uniquement, une interaction de van der Waals permanente est formée entre Tyr82-O" et
8-0O3 (tableau 5.6).

Le résultat frappant de la figure 5.6 est I’apparition d’autres groupes d’atomes participant a
la formation de nombreuses interactions intermoléculaires supplémentaires. Pour EI1, ces inter-
actions sont les suivantes : la partie Ph1 de 8 forme deux (£ 1) et pres de six (£ 1,2) interactions
avec respectivement les résidus GIn53 et Tyr82 ; la partie Ph2 de 8 forme deux (4 0,6) et environ
trois (+ 0,6) interactions avec respectivement les résidus GIn53 et Glu54 ; et la partie iPe de 8
forme quatre (£ 0,4) interactions avec le résidu His87. Pour mieux caractériser ces interactions,
il est nécessaire d’identifier précisément les partenaires atomiques, la nature de ces interac-
tions et les processus permettant leur formation. Comme décrit précédemment dans le tableau
5.6, I’ensemble des distances séparant les atomes des parties Ph1, Ph2 et iPe de 8 de ceux des
résidus GIn53, Glu54, Tyr82 et His87 sont supérieures a 4 A (sauf pour le couple Glu54-O- - - 8-
C25). Les valeurs élevées de déviations standards observés pour ces distances sont liées a la

mobilité importante (RMSF élevés) des atomes des chaines latérales des résidus GIn53, Tyr82
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FIGURE 5.6 — Nombre moyen d’interactions (code couleur fourni a droite des cartes) formées entre chaque paire de groupes d’atomes
de FKBP12 et (a) du ligand 8 dans EII et (b) du ligand 308 dans EI2. Chaque paire de groupes d’atomes est composée d’une partie du ligand
et d’un résidu de la protéine. Le nombre moyen de molécules d’eau en contact avec en méme temps une partie du ligand et un résidu de la
protéine est également représenté (les rond, triangle et cercle correspondent respectivement a des nombres moyens de molécule d’eau reliant
les deux partenaires compris dans les intervalles ]0,5; 1], 11; 1,5] et ]1,5; 2]. La partie de cceur de 8 a été sous-divisée en deux groupements
cétone (C803 et C904), un cycle pipécolinyle (C2N7) et une fonction ester (O1C102) ; C17C16C15 correspond au "bras" propyl. La partie de
ceeur de 308 a été sous-divisée en une fonction amide (N1C101), un cycle thiazane (C2SN7) et un groupement sulfonyle (S80405). Tous les
types de contacts (distance séparant les atomes d’au plus 4 A) ont d’abord été calculés pour chaque simulation SBD de EI ; la valeur moyenne

reportée ici a ensuite été dérivée a partir des simulations indépendantes du méme EI.
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et His87 ainsi que des parties Ph1, Ph2 et iPe de 8 (voir figure 5.5). La mobilité importante des
parties Ph1, Ph2 et iPe est due aux faibles barrieres énergétiques associées aux rotations autour
des liaisons covalentes respectives C18-C17, C24-C15 et C9-C10 (barrieres énergétiques res-
pectives de 0,5, 1,6 et 1,4 kcal/mol ; figure 3.10 p. 67). La rotation aisée de la partie Ph2 permet
d’échanger facilement les segments C25-C26 et C29-C28 afin de former des interactions transi-
toires de méme nature avec les atomes d’oxygene du squelette des résidus GInS53 et Glu54 : ces
interactions transitoires correspondent a deux interactions de type CH- - - O formées entre cha-
cun de ces résidus et tantdt le segment C25-C26 et tantdt le segment C29-C28 de Ph2 et chacun
de ces deux résidus (figure 5.7 (a)). Pour la partie iPe de 8, une pseudo-symétrie d’ordre 3 peut
etre observée lors de la rotation autour de la liaison covalente C9-C10. De maniére similaire,
les atomes 8-C11, 8-C13 et 8-C14 peuvent échanger leurs positions afin de former chacun des
interactions transitoires avec le cycle imidazole du résidu His87 (figure 5.7 (b)). Chacun des
atomes 8-C11, 8-C13 et 8-C14 de la partie iPe forme quatre interactions de type CH- - - 7 avec
les atomes du cycle imidazole du résidu His87. Ainsi, alors méme que les distances associées
aux atomes précédents sont supérieures 2 4 A lorsqu’elles sont calculées individuellement, cette
analyse montre qu’il existe, a chaque instant, des contacts entre la protéine et un atome de iPe
et, dans le cas des résidus GIn53 et Glu54, deux atomes de Ph2.

Comparativement aux parties iPe et Ph2 de 8, pour lesquelles un total d’environ cinq inter-
actions sont identifiées pour chaque partie, un nombre total 1égerement plus élevé d’interactions
transitoires est formé entre la partie Ph1 de 8 et la fonction amide de la chaine latérale du résidu
GIn53, le cycle aromatique du résidu Tyr82 et la chaine latérale du résidu Ala81 (respectivement
environ deux (% 1), six (&£ 1,2) et une (40,3) interactions). Les distances instantanées entre les
centres des cycles aromatiques de la partie Phl et du résidu Tyr82 ainsi que celles entre le
centre du cycle aromatique Phl et chacun des atomes N¢ et O° du résidu GIn53 sont reportées
sur la figure 5.7 (c). A cause de la mobilité élevée des partenaires d’interaction, des interactions
de tres courtes durée de vie sont observées durant les simulations (la partie Phl du fait de la
grande flexibilité du bras propyle C17-C16-C15 et les chaines latérales des résidus GIn53 et
Tyr82). Afin d’obtenir une analyse quantitative des interactions entre ces trois groupements, les
valeurs des trois distances, présentées sur la figure 5.7 (c) et obtenues a partir d’une simulation

SBD donnée, ont été regroupées par valeurs discretes correspondant a des intervalles séparés de
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FIGURE 5.7 — Suivi des distances séparant les parties périphériques de 8 et quelques atomes de la protéine au cours des simulations SBD
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la partie iPe du centre du noyau imidazole du résidu His87. L’encart représente 1’évolution de I’angle de rotation autour la liaison covalente
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le centre du cycle Phl et les deux atomes N2 et O¢! de la chaine latérale du résidu GIn53. L’encart représente les évolutions des angles de

rotation autour des liaisons covalentes C16-C15 (violet), C17-C16 (cyan) et C18-C17 (noir).
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0,25 A. La méme procédure a été suivie pour chaque simulation SBD de EI1 puis les valeurs
moyennes ont été calculées pour EIl afin d’obtenir I’histogramme présenté sur la figure 5.8 p.
172. Entre les centres des cycles aromatiques de la partie Phl et du résidu Tyr82, les intervalles
de distance de séparation les plus peuplés sont trouvés dans le domaine 4-5,5 A, un domaine
de distance qui indique des interactions de type m-7 possibles puisque les distances optimales
d’interaction calculées pour deux cycles benzene sont soit comprises entre 3,75 et 4,02 A pour
une orientation parallele décalée, soit égales a 4,96 A pour une orientation en forme de T [120].
Concernant les distances séparant les atomes GIn53-N°¢ ou -O°¢ et le centre du cycle aromatique
Phl, les interactions de type NH- - - 7 formées avec I’atome N¢ semblent prédominantes étant
donné le nombre de contacts plus importants formés a de courtes distances dans I’intervalle 3-4
A. Une inspection visuelle des trajectoires a permis de confirmer la prépondérance de ces deux
types d’interaction (7-7 et NH- - - ). Elle a également permis de voir que, contrairement aux
interactions 7-7 formées entre la partie Phl et le résidu Tyr82 qui présentent principalement
deux orientations, aucune orientation n’est favorisée dans I’interaction entre la fonction amide
du résidu GIn53 et la partie Phl. Les orientations observées sont celles pour lesquelles soit la
fonction amide est cofaciale avec le cycle aromatique, soit un des atomes d’hydrogene de la
fonction amide pointe vers une des faces du cycle aromatique, soit la liaison NH pointe vers un

segment covalent du cycle, coplanaire avec le cycle [120].

Sur la carte pour EI2, les 17 interactions permanentes détaillées dans la sous-section pré-
cédente sont visibles : le résidu Glu54 en interaction avec les sous-parties C1SN1C101 et iBu
de 308 pour lesquelles les atomes 308-C15 et 308-C16 respectivement forment I’interaction
principale ; les résidus Val55/I1e56 en interaction avec la sous-partie C1SN1C101, ou I’atome
308-O1 forme la majorité des contacts ; le résidu Tyr82 avec la partie Ethe et les sous-parties
CI15NICIOL1 et C2SN7, ou les atomes 308-(02, C30, C1, C2) sont responsables des contacts
permanents tandis que les atomes 308-(O1, C3, N7) interviennent dans des contacts transitoires
avec Tyr82 étant donné que les distances de contact sont supérieures a 4 A dans la plupart
des simulations SBD de EI2 ; et le résidu 11e90 en interaction avec la sous-partie S80405, ol
I’atome 308-O5 est responsable d’un contact permanent tandis que 1’atome 308-O4 intervient
dans un contact transitoire (distance calculée respectivement inférieure et supérieure a 4 A dans

le tableau 5.6). La sous-partie C2SN7 de 308 intervient également dans une autre interaction
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transitoire formée avec le résidu Trp59/. La sous-partie S80405 participe aussi 2 quatre inter-
actions transitoires : une formée avec le résidu Tyr82 et trois avec le résidu His87.

Sur la carte de la figure 5.6 pour EI2, des nombres d’interaction élevés apparaissent pour les
parties périphériques : la partie Ethe de 308 forme environ deux (% 0,6), une (£ 0,6), deux (+
1) et deux (£ 0,7) interactions avec respectivement les résidus GIn53, Glu54, Val55 et 11e56 ; la
partie iBu intervient dans une (& 0,4) interaction avec le résidu Glu54 ; et la partie Tol forme

quatre (+ 2) et huit (+ 3) interactions avec respectivement les résidus Tyr82 et His87.

Une autre partie des interactions transitoires qui intervient dans la stabilisation de la position
du ligand dans le site de fixation de FKBP12 et par conséquent de EI regroupe les ponts formés
par les molécules d’eau entre FKBP12 et le ligand. En plus du nombre d’interactions formées
directement entre une partie du ligand et un résidu de FKBP12, la figure 5.6 contient également
les informations sur le nombre moyen de molécules d’eau présentes en méme temps en contact
avec un résidu de FKBP12 et une partie du ligand dans EI

Dans EI1, les molécules d’eau forment principalement des contacts en méme temps avec un
résidu de la protéine et avec une des (sous-)parties suivantes de 8 : Ph1, Ph2 et iPe ainsi que la
sous-partie C2N7. En revanche, aucune molécule d’eau n’est trouvée en contact en méme temps
avec les sous-parties polaires O1C102 et C803 de 8 et un des résidus de FKBP12. Toutefois, il
est possible de trouver des molécules d’eau qui forment des liaisons hydrogenes avec 1’atome 8-
04 (fréquence moyenne de contact de 86 % avec en moyenne une molécule d’eau). Le nombre
moyen de molécules d’eau présentes en contact en méme temps soit avec la partie iPe et le résidu
His87, soit avec la partie Ph2 et le résidu GIn53, soit avec la partie iPe et le résidu Glu54 est

compris dans I'intervalle 1-1,5. Bien que la partie C2N7, comparativement aux autres parties du

f. 1l est interessant de noter que, dans le tableau 5.6, certaines distances supérieures a 4 A, mais proches de
cette valeur, correspondent a des contacts transitoires. Toutefois, le nombre plus faible d’interactions transitoires
entre deux groupes d’atomes G1 du ligand et G2 de FKBP12 sur la carte 5.6 par rapport au nombre de contacts
transitoires du tableau 5.6 formés entre atomes de ces mémes groupes G1 et G2 montre que plusieurs contacts
transitoires peuvent contribuer a un seul contact repéré sur la carte 5.6. Par exemple, dans le tableau 5.6 deux
contacts transitoires sont formés entre la sous-partie C2SN7 et le résidu Trp59 (Trp59-C43- --308-(C3, S4)) alors
que sur la carte 5.6 une seule interaction transitoire est observée entre ces deux groupes d’atomes. Ceci montre que
les échanges entre les deux contacts transitoires permettent en moyenne de former une interaction repérée sur la

carte.
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ligand discutées, ne forme pas en moyenne beaucoup plus de contact avec des molécules d’eau
qui sont en méme temps en contact avec la protéine, la molécule d’eau en moyenne trouvée dans
ce cas interagit avec plus de résidus de FKBP12 (pour chacun des résidus Phe46, Glu54, Val55
et Trp59, en moyenne une molécule d’eau est en contact avec ce résidu et C2N7). Ce résultat,
qui implique trois résidus du fond de la cavité principale du site de fixation (Phe46, ValS5 et
TrpS59 ; voir aussi figure 4.1 p. 91) ou vient se loger la sous-partie C2N7 dans EC1, indique
qu'une couche d’eau est présente a I’interface entre le ligand et la protéine dans EIl. Enfin,
légerement plus de molécules d’eau font la jonction entre la partie Phl et la protéine (environ
deux pour la jonction avec chacun des résidus GIn53 et Tyr82, et 0,5 a 1,5 pour celle avec les
résidus Ile56, Arg57, Asp79, Tyr80 et Ala81).

Pour EI2, les molécules d’eau forment principalement des contacts en méme temps avec un
résidu de la protéine et avec toutes les (sous)-parties de 308, sauf avec la sous-partie CISN1C101.
Comme pour EIl, la sous-partie polaire S80405 de 308, qui est I’équivalent des sous-parties
C803 et C904 de 8, interagit avec environ une molécule d’eau, celle-ci interagissant en méme
temps avec les résidus His87 et 11e90. De plus, I’atome 308-O5 forme une liaison hydrogeéne
avec au moins une molécule d’eau qui présente des fréquences de contact supérieures a 60 %
dans toutes les simulations. Le nombre moyen de molécules d’eau présentes en contact en méme
temps soit avec la partie Ethe et Tyr82, soit avec la partie iBu et le résidu Glu54, soit avec la
partie Tol et le résidu His87 est compris dans I’intervalle 1-1,5. Contrairement, a ce qui est ob-
servé pour le cycle C2N7 de 8 dans EIl, trés peu de molécule d’eau sont retrouvées en contact
avec le cycle C2SN7 et en méme temps la protéine (seulement 0,5 et 0,6 avec les résidus [1e90
et Phe46), ce qui peut étre la conséquence de la présence de 1’atome de soufre 308-S4 beau-
coup plus volumineux que 1’atome 8-C4 correspodant dans EIl. Enfin, comme pour la partie
Phl de 8 dans EIl, Iégerement plus de molécules d’eau font la jonction entre la partie Ethe et
FKBP12. Le nombre moyen de molécules d’eau présentes en contact en méme temps avec Ethe

et le résidu GIn54 est compris dans I'intervalle 1,5-2.

34.3. Analyse des orbitales moléculaires

Afin de compléter les informations sur la nature des interactions formées entre FKBP12

et le ligand 8 dans EI1, des calculs semi-empiriques d’orbitales moléculaires ont été effectués
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avec ’hamiltonien PM5 du programme MOZYME disponible dans la version commerciale de
MOPAC (MOPAC2006) [61] (section 2. p. 23) sur des structures tirées des simulations SBD
de cet état. Cette approche semi-empirique a permis d’obtenir des valeurs d’enthalpies de com-
plexation pour des systemes protéine-ligand proches de celles expérimentales [121]. Les cal-
culs sur EIl ont mis en évidence la présence d’une interaction de type électronique a courte
distance entre les cycles aromatiques Phl de 8 et de la chaine latérale du résidu Tyr82. Cette
interaction, présentée sur la figure 5.9 p. 173, correspond a un recouvrement des orbitales mo-
léculaires de type 7 de chacun des deux cycles aromatiques. Cette interaction électronique de
type m-m survient lorsque les deux cycles aromatiques sont orientés parallelement sans que leurs
centres ne soient alignés (configuration appelée parallele décalée ; voir figure 5.10 p. 173). A
notre connaissance, comme indiqué par Olivieri et Gardebien [38], ce résultat est le premier dé-
montrant clairement la présence d’interactions électroniques a courte distance (recouvrements

orbitalaires) lors de I’étape de reconnaissance entre une protéine et son ligand.

3.44. Résumé des interactions formées dans les EI

Les nombres d’interaction formée entre FKBP12 et le ligand dans les états intermédiaires,
leur caractere permanent ou transitoire ainsi que leur type sont résumés sur la figure 5.11 p. 174.

En comparant les interactions intermoléculaires formées dans EI avec celles formées dans
EC (figure 4.8 p. 118), il ressort que la partie de coeur du ligand qui forme le plus d’interactions
dans EC est celle qui forme le moins d’interactions dans EI, ceci est spécialement vrai pour
les sous-parties C2N7 de 8 et C2SN7 de 308 (16 et 15 interactions respectivement dans EC1 et
EC2 contre une et deux interactions respectivement dans EIl et EI2). Dans El1, les parties Ph2
et iPe forment le méme nombre d’interactions (cinq interactions chacun) tandis que la partie
Phl intervient dans un nombre plus élevé d’interaction (neuf). Comparativement, dans EC1,
la partie Ph2 forme moins d’interaction (une) tandis que la partie Phl en forme moins (5) et
la partie iPe en forme plus (10). D’apres cette comparaison, il semblerait qu’une partie des
interactions formées par les parties Phl et iPe dans EIl soit perdues et compensées par des
interactions formées par iPe dans EC1 lors du passage de EIl vers EC1. Dans EI2, la partie iBu
de 308 ne forme qu’une seule interaction tandis que les parties Ethe et Tol interviennent dans

un nombre tres élevé d’interaction (onze chacune). Comparativement, dans EC2, la partie iBu
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forme toujours une interaction tandis que la partie Ethe en forme 1égérement moins (huit) et la
partie Tol en forme plus (16). D’apres cette comparaison, lors du passage de EI2 vers EC2, tout
se passe comme si les interactions formées par Ethe dans EI2 et perdues en partie dans EC2
étaient compensées par des interactions formées par Tol.

Afin de compléter les analyses des interactions entre FKBP12 et le ligand dans EI, les éner-
gies d’interaction ont été calculées pour chaque couple résidu-partie périphérique du ligand
qui présente des nombres élevés d’interactions sur la figure 5.11 4. Ces valeurs proviennent de
moyennes d’ensemble réalisées sur I’ensemble des simulations SBD de EI1 et EI2. Elles sont
présentées dans les tableaux 5.7 et 5.8 pp. 175-176. Pour EI1, les valeurs d’énergie d’interaction
révelent que I'interaction de plus basse énergie est formée entre la partie Phl et le résidu Tyr82
(énergie de -2,8 kcal/mol). Des énergies similaires comprises entre -1,1 et -1,4 kcal/mol sont
retrouvées pour les interactions Phl- - - GIn53, Ph2- - - GIn53 et iPe - - - His87. Les interactions
Ph2. .. Glu54 et iPe - - - Tyr82 présentent des énergies moins importantes comprises entre -0,6
et -0,7 kcal/mol.

Pour EI2, contrairement a ce que laisserait supposer le nombre élevé d’interactions entre
la partie Tol et le résidu His87 sur la carte d’interaction, 1’énergie d’interaction globale pour
ce couple n’est pas la plus basse formée par les parties périphériques du ligand 308. En effet,
I’énergie totale associée a ces interactions est égale a -1,8 (4 0,2) kcal/mol, alors que pour
les interactions Ethe- - - Tyr82 I’énergie totale associée est -3,3 (4 1) kcal/mol. Cette valeur
d’énergie plus basse pour les interactions Ethe- - - Tyr82 est vraisemblablement due a la liaison
hydrogene quasiment formée Tyr82-0"- - - 308-O2 (formée dans 13 sur 17 simulations). De plus,
les interactions formées par Ethe avec les résidus GIn53, Val55 et Ile56 donnent des énergies
totales comprises entre -1,08 et -1,85 (4 0,3-0,4) kcal/mol. La somme des contributions partie-
résidu vaut -7,97 et -9,67 kcal/mol pour, respectivement, 8 et 308. 11 est intéressant de constater

que ces valeurs sont tres proches.

Comme pour les autres analyses effectuées sur les EI, les résultats des interactions formées

entre FKBP12 et le ligand montrent des similitudes entre les états EIl et EI2. Dans le chapitre

g. Pour les interactions avec la protéine, les contributions électrostatiques a longue distance peuvent provenir
d’interactions avec tous les résidus de FKBP12, méme tres distants, et ne peuvent étre considérées comme fiable a

cause de I’absence de la prise en compte des effets du solvant sur les interactions.
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suivant, les caractéristiques structurales et les interactions communes aux deux EI sont discu-

tées.
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FIGURE 5.8 — Histogramme des caractéristiques de distances particulieres pour Phl, GIn53
et Tyr82. Les valeurs des trois distances présentées sur la figure 5.7 (c) et obtenues a partir
d’une simulation SBD donnée ont été€ regroupées en intervalle de 0,25 A pour des distances
comprises entre 3 et 12 A. Les nombres moyens résultent de la prise en compte de 1’ensemble
des structures issues de toutes les simulations SBD de EIl. Sur I’axe des abscisses, la notation

pour les intervalles de distance a-b indique un intervalle du type ]a; b].
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FIGURE 5.9 — Recouvrement orbitalaire entre la partie Phl de 8 (représenté en marron) et le
cycle aromatique de la chaine latérale du résidu Tyr82 (vert clair) calculé pour EIl a un ni-
veau de théorie semi-empirique en utilisant la méthode MOZYME combinée avec I’hamiltonien
PMS5, implémentée dans le programme MOPAC2006 [61]. L’ orbitale moléculaire correspond a
la HOMO-40 représentée avec une valeur d’isosurface de 0,008. Figure extraite de 1’article de

Olivieri et Gardebien [38].
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FIGURE 5.10 — Configurations principales retrouvées lors d’une interaction de type m-7 entre

deux cycles aromatiques.
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FIGURE 5.11 — Résumé des interactions formées entre FKBP12 et le ligand 8 dans EI1 (haut), et
FKBP12 et le ligand 308 dans EI2 (bas). Les interactions formées entre une partie du ligand et
un résidu de la protéine sont représentés par des traits en pointillés rouges. Les nombres d’inter-
action permanente et d’interaction transitoire sont entourés respectivement par des cercles plein
et en pointillés. Les types d’interaction sont indiqués en vert. Le ligand ainsi que les résidus de
la protéine sont positionnés de manicre relative a ce qui est observé dans le site de fixation de

FKBP12.
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Chapitre 6

Discussion

Dans ce chapitre, les caractéristiques de EIl et EI2 sont comparées afin de faire ressortir
leurs nombreux points communs. Les nombreuses similitudes entre les deux états intermédiaires
obtenus pour deux ligands de structure différente ont conduit a tester la transposition de ce mo-
dele de I’état intermédiaire a d’autres cas de ligand, en particulier nous avons voulu transposer
I’état intermédiaire au cas du ligand FK506. Les résultats semblant indiquer que notre modele
est transposable a d’autres ligands, nous avons analysé les différences d’affinité observées pour
divers ligands de FKBP12 en raisonnant sur les informations obtenues a partir des EI. Apres
avoir discuté de I’importance des interactions de type m-m observées dans EIl et de leur lien
possible avec le phénomene de reconnaissance moléculaire, nous terminerons en présentant les

propriétés structurales importantes du cceur des ligands.

1. Discussion des caractéristiques principales des

Kl

Les analyses de la séparation entre les centres de masse du site de fixation de FKBP12 et
des parties de cceur des ligands 8 et 308 révelent une position stable de ces ligands dans le site
de fixation de FKBP12 dans EI. Les parties de coeur de 8 et 308 décrivent un ensemble de po-
sitions proches dans le site de fixation et dont les centres de masse sont respectivement a 4,90
4+ 0,12 et 23,81 + 0,14 A au dessus de leurs positions observées dans SC1 et SC2. Ce dépla-

cement du ligand par rapport a la position observée dans I’état complexé permet la présence
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d’une couche d’eau entre le ligand et le fond du site de fixation, ce qui semble nécessaire a la
stabilisation de 1’état intermédiaire (voir section 2. p. 132). La stabilité des positions des ligands
8 et 308 dans les EI est confirmée par la présence de quelques interactions intermoléculaires
permanentes, telles que 8-O2- - - Val55/11e56 et 8-O3- - - Tyr82/11e90 avec des distances respec-
tives ne variant que faiblement (tableau 5.5 p. 152). La formation des contacts de van der Waals
8-02- - - 1le56-N pour EIl, 308-O1- - - [le56-N et 308-02- - - Tyr82-O" pour EI2 constituent des
contacts précurseurs des liaisons hydrogenes trouvées dans SC1 et dans SC2. Le fait que les liai-
sons hydrogenes natives ne soient pas totalement formées dans EI indique que la formation de
ces liaisons hydrogenes doit représenter un gain enthalpique jouant le role d’une force motrice
entre ces deux états.

A I’inverse de la partie de cceur du ligand 8, les trois parties périphériques (iPe, Phl et Ph2)
possedent de fortes mobilités (valeurs de RMSF élevées, voir tableau 5.5 p. 147) qui résultent
des faibles hauteurs de barriere énergétique pour la rotation autour des liaisons covalentes C17-
C16, C24-C15 et C9-C10 (voir figure 3.10 p. 67). De plus ces parties possedent des géomé-
tries particulieres : pseudo-equivalence des atomes 8-C11, 8-C13 et 8-C14 dans la partie iPe;
équivalence des liaisons covalentes C25-C26 et C29-C28 dans Ph2; et équivalence entre les
deux faces du cycle aromatique de la partie Phl ainsi qu’entre ses liaisons covalentes C19-C20
et C23-C22. La grande mobilité des parties périphériques associées a leur géométrie particu-
liere contribuent a ce qu’aucun contact intermoléculaire permanent ne soit formé mais qu’en
revanche des contacts transitoires entre atomes équivalents des ligands et quelques résidus de
FKBP12 soient formés. Récemment, I’importance de ce type de contact transitoire a été mon-
trée dans une étude sur les contributions a I’entropie configurationnelle des chaines latérales
des résidus lors de la formation du complexe PKA/AKAP [122]. Les auteurs ont trouvé que
I’affinité entre les deux protéines augmente avec le nombre de contacts transitoires formés entre
des atomes équivalents des chaines latérales hydrophobes des deux protéines. Les auteurs ont
montré que plus ce nombre de contacts transitoires équivalents (appelés aussi alternatifs dans
leur étude) augmente plus I’entropie configurationnelle augmente. Bien que leurs conclusions
aient été tirées de I’analyse d’un complexe protéine-protéine natif, il est vraisemblable que dans
le cas de EI1 et de EI2, ces contacts transitoires permettent d’aider le ligand a conserver une par-

tie de I’entropie configurationnelle qu’il possede dans son état libre, tandis que les interactions
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naissantes dans les EI peuvent contribuer a un gain enthalpique. Cette assertion est renforcée
par les RMSF observées pour les atomes du ligand dans EI qui sont similaires a celles observées
dans EC (figure 3.3. p. 146 ; a I’exception des parties Ethe et iBu dans EI2). ’aspect dynamique
des contacts protéine-ligand permet également d’éviter la formation d’un état intermédiaire trop
stable qui piegerait le systeme dans un puits de la surface d’énergie potentielle dont il ne pour-
rait s’échapper, ce qui empécherait la formation de 1’état complexé final. La diminution des
RMSF pour les parties Ethe et iBu entre 1’état libre pour le ligand 308 et EI2 est due, pour Ethe,
a une liaison hydrogene quasiment formée qui est un type de liaison directionnelle, imposant
donc une orientation particuliere pour Ethe (une distance moyenne calculée sur les 13 sur 17
simulations ou elle est présente est ~2 A entre Tyr82-0" et 308-02) ; pour iBu, a des contacts
intramoléculaires formés avec la partie Tol dans EI2 et trés peu dans 1’état libre.

P+ L =2 PL, )

koyy
Ko = [PL]/([P][L]) = kon/koss  (2)

P4l p.. 22 pL 3)
k_1 k_2

k1 ko

—_— 4
k_1+ ko (4)

on —

k_1k_o

fegpp = ——0=2
N e+ ke

(5)

Pour les deux EI, nous avons vu qu’il y avait de nombreuses interactions, notamment celles
transitoires. L’ensemble de ces interactions formées entre la protéine et le ligand dans EI per-
mettent de stabiliser la position du ligand dans le site de fixation, comme discuté précédemment.
Ces interactions contribuent a augmenter le temps de vie de EI et ainsi a diminuer la constante
de vitesse k_; dans I’équation (3) (vue dans I’introduction p. 10 et reprise ci-dessus). La di-
minution de k_; entraine, d’apres 1’équation (4), une augmentation de k,,, et donc aussi de K,
d’apres I’équation (2). Le lien entre les interactions nombreuses trouvées dans EI et I’incidence
sur ko est plus difficile a montrer, une augmentation de k- entrainant également une augmenta-
tion de k,,. Il n’est cependant pas impossible qu’un tel lien existe, surtout si EI a une structure

proche de celle de 1’état de transition T qui sépare EI de EC. Dans ce cas, deux étapes intéres-

santes lors du passage de EI vers EC permettraient alors une augmentation de la constante ks.
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La premiere est la désolvatation des parties hydrophobes telles que C2N7 de 8 et C2SN7 de
308 qui sont dans I’état intermédiaire respectif encore en contact avec 1’eau (figure 5.6 p. 163)
alors qu’elles sont tres enfouies dans la cavité principale dans EC. La deuxieme correspond a
la formation des liaisons hydrogenes « pré-formées » dans EI. Ces deux étapes sont en réalité
associées a deux contributions, entropique pour la premiere et enthalpique pour la deuxieme,
favorisant le passage alors de T au complexe EC. Donc, dans le cas ou El et T sont proches en
termes de structure et d’énergie, nous pouvons alors anticiper que les deux facteurs précédents

vont augmenter ky et, par conséquent, k,,, et K.

Une autre caractéristique importante des états intermédiaires est associée a la structure de
la boucle 80. Comme discuté dans I’introduction p. 5 pour le complexe FKBP12-8, le ligand
8 mais aussi le ligand 308 sont largement enfouis dans le site de fixation de FKBP12 : les
cycles C2N7 et C2SN7 sont enfouis dans la cavité principale et le groupement méthyle de
I’atome 8-C13 ainsi que la partie Tol du ligand 308 sont enfouis dans la petite cavité latérale
formée par les chaines latérales des résidus Tyr82, His87, 11e90 et Ile91. Donc, sans déplacement
des chaines latérales de ces quatre résidus, celles-ci pourraient géner stériquement la sortie ou
I’entrée des ligands dans le site de fixation de FKBP12. Une conclusion similaire a été tirée par
Zacharias lors de son étude par docking rigide du ligand FK506 sur FKBP12, complexe dans
lequel le groupement méthyle de 1’atome FK506-C35 remplit la méme petite cavité latérale que
celle remplie par le groupement méthyle de 1’atome 8-C13 ou par la partie Tol de 308 [27].
Toutefois, dans un mécanisme de complexation passant par la formation d’un état intermédiaire
tel que EIl1 ou EI2, le mouvement concerté des chaines latérales volumineuses de la boucle
80 expose la petite cavité au ligand qui s’approche, permettant ainsi a des parties du ligand
d’amorcer la formation des interactions avec FKBP12. En effet, dans EI1, 1’atome 8-O3 pointe
vers la petite cavité et forme une interaction stable avec la chaine latérale du résidu I1e90 ainsi
que de faibles interactions avec celle du résidu Tyr82 (tableau 5.5 p. 152 et partie droite de la
figure 5.4 p. 134). Une conséquence importante d’un tel mécanisme de complexation a deux
étapes, par opposition a un mécanisme a une seule étape, correspond a la diminution drastique
de la barriere énergétique d’association due a la fois aux interactions protéine-ligand naissantes
et a la réduction de la géne stérique ; ces deux causes peuvent €tre considérées respectivement

comme des contributions enthalpiques et entropiques (moins de contraintes structurales pour
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le ligand que pour le mécanisme a une étape dans lequel le ligand doit interagir avec la cavité
principale de méme qu’avec la cavité latérale).

Dans les états intermédiaires, le déplacement observé de la boucle 80 est en accord avec
la conclusion de précédentes analyses comparatives des formes liées et libres de FKBP12 [28,
104], ainsi qu’avec des données issues d’étude par RMN qui indiquent qu’au moins deux confor-
mations distinctes de la boucle 80 dans la protéine dans son état libre doivent exister [30].
Le déplacement de la boucle 80 observé dans les deux états intermédiaires est de plus justifié
d’une certaine maniere par une étude de docking réalisée sur un jeu de 20 complexes protéine-
protéine [123]. Bien que cette étude n’ait pas traité du docking de petits ligands comme 8 ou 308
a FKBP12, leur conclusion pourrait tout a fait étre valable dans le cas de complexe protéine-
ligand. Ces auteurs ont trouvé que les régions des protéines, qui empéchaient la formation des
complexes a cause de gé€nes stériques, subissaient des changements conformationnels de ma-

nicre a permettre la reconnaissance et 1’association entre des partenaires protéiques.

2. Transposition du modele de I’état intermédiaire

a d’autres ligands de FKBP12

Dans le but de vérifier la transposition de notre modele de 1’état intermédiaire a des com-
plexes formés par FKBP12 avec d’autres ligands, le 8 dans EIl a été remplacé par FK506. Ce
remplacement repose sur I’hypothese que le mécanisme de complexation de FK506 a FKBP12
fait intervenir la formation d’un état intermédiaire proche du modele de 1’état intermédiaire, lui-
méme similaire a EI1. Le ligand FK506, de plus grande taille que le ligand 8, a été positionné
dans le site de fixation de FKBP12 dont la structure est tirée de EIl en alignant les deux parties
de ceoeur des deux ligands qui sont communes (voir figure 6.1). La structure du ligand FK506
qui a été utilisée correspond a la structure cristallographique de ce ligand tirée de la structure
cristallographique du complexe FK506-FKB12 (code PDB : 1FKJ). Il est important de noter
qu’aucun ajustement n’a été effectué afin de faire correspondre le ligand a la structure parti-
culiere du site de fixation de FKBP12 observée dans EIl. Le résultat de la superposition des
ligands 8 et FK506 dans le site de fixation de FKBP12 tel qu’observé dans EIl est représenté

sur la figure 6.1. Malgré le fait que ni les positions des atomes de la protéine (notamment des
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FIGURE 6.1 — Superposition des parties de cceur des ligands 8 et FK506 sur la structure de I’EI.
Le code couleur utilisé pour la protéine est identique a celui de la figure 5.4 p. 134. Le ligand 8
est coloré en marron clair, et les atomes O2 et O3 sont représentés en spheres de couleur rouge.
FK506 est coloré comme cect : la partie de coeur (C9-C26) en vert clair, la partie cyclohéxyle
(C27-C34) en vert foncé et le domaine effecteur (C25-C10) en bleu. Pour des raisons de clarté
les atomes de la partie Ph2 de 8 ne sont pas représentés. Figure extraite de 1’article de Olivieri

et Gardebien [38].

chaines latérales des résidus Tyr82 et His87), ni celles de ceux de FK506 n’aient été ajustées,
tres peu de recouvrement de spheres de van der Waals sont observés.

Il est intéressant de constater que le ligand FK506 s’ajuste bien au site de fixation de la pro-
téine dans I’état intermédiaire en conservant la plupart des contacts observés pour 8. En particu-
lier, les distances séparant les atomes des couples FK506-O2- - - Ile56-N et FK506-03. - - 11e90-
C? sont toutes les deux compatibles avec une interaction de van der Waals (respectivement
3,45 et 3,57 A sur la structure instantanée de la figure 6.1). Le groupement méthyle de 1’atome
FK506-C35 qui pointe vers le noyau imidazole du résidu His87 possede une position équiva-

lente aux groupements méthyles ou méthylene lié a 1’atome 8-C10¢. Sur la figure 6.1, il est

a. Au niveau des états natifs respectifs, le groupement méthyle de 1’atome FK506-C35 remplit la méme cavité

que le groupement méthyle de 1I’atome 8-C13.

182



CHAPITRE 6. DISCUSSION

possible de voir que le groupement cyclohexyle (C29-C34) du ligand FK506 joue le méme role
que la partie Phl de 8, et comme Phl qui est trés mobile, ce groupement est connu pour étre
tres mobile [124]. Lors de I'utilisation du modele de EI pour le complexe FK506-FKBP12,
des interactions de types C-H- - -7 et O-H- - - 7 entre le cycle C29-C34 ou I’atome de la fonc-
tion hydroxyle FK506-O'? et le résidu Tyr82 peuvent étre considérées comme «équivalente»
aux interactions de type -7 observées dans EIl (figures 1.1 (B) p. 4 et 6.1)”. Ainsi, quelques
configurations de FKBP12 qui ont été prises a partir des simulations SBD de EI1 ont permis un
placement du ligand volumineux FK506 dans le site de fixation, sans engendrer d’ importantes
génes stériques tout en retenant les caractéristiques décrites pour 8. Ceci suggere la transpo-
sition possible du modele de 1’état intermédiaire défini dans cette étude a d’autres complexes

FKBP12-ligand.

3. Les EI permettent d’expliquer les différences d’af-

finité entre certains ligands de FKBP12

L’analyse des états intermédiaires permet de comprendre le role des parties périphériques
mobiles des ligands 8 et 308 (respectivement Phl, Ph2 et iPe, et Ethe, iBu et Tol) lors du mé-
canisme de complexation. Puisque ces six parties périphériques forment de nombreux contacts
avec quelques résidus de FKBP12 pour stabiliser EIl et EI2, il est possible de comprendre
comment ces parties accroissent les capacités de complexation de ces ligands. L.a comparaison
des valeurs de constante d’affinité de quelques ligands proches structuralement de 8 indique
que ’affinité est plus faible lorsqu’une de ces trois parties périphériques (Phl, Ph2 et iPe) est
manquante [19, 17]. La modification d’une de ces parties entraine également d’importantes
conséquences sur les valeurs de constante d’affinité. En effet, les ligands qui possedent un grou-
pement tert-butyle lié a I’atome C9 ont une affinité mesurée plus importante que ceux possédant
un groupement iso-pentyle [125]. Cette modification entraine vraisemblablement une rotation
plus facile autour de la liaison covalente C9-C10 de part I’absence de géne stérique due au grou-

pement méthyle de 1’atome 8-C12 dans iPe. Cette rotation plus facile permet vraisemblablement

b. 1l est possible de raisonner de la méme maniere pour la rapamycine pour laquelle des interactions similaires

peuvent faire intervenir le cycle C37-C42 et I’atome d’oxygene de la fonction hydroxyle rapamycine-O'3.
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d’augmenter I’entropie configurationnelle pour cette partie tout en conservant des interactions
transitoires comme dans iPe. D’autres ligands de haute affinité pour FKBP12 possedent des dé-
rivés du phényle ou du méthoxyphényle liés a I’atome C9, a la place de la partie iPe [23]. Dans
I’hypothese ou le modele de 1’état intermédiaire est transférable a d’autres complexes FKBP12-
ligands (voir section 2. p. 181), le groupement phényle (ou les dérivés phényle) 1ié a I’atome C9
contribuerait a une interaction de type empilement aromatique formé avec le noyau imidazole
du résidu His87 et/ou du cycle aromatique du résidu Tyr82 permettant de stabiliser les deux
partenaires dans 1’état intermédiaire, tel qu’observé pour la partie Tol de 308 dans EI2. Pour
comprendre le role de la partie Ph2, la différence entre 1’affinité du ligand S, analogue au ligand
8 (figure 6.2), et celle du ligand 8 est analysée. Le ligand 5 possede une valeur de constante
d’inhibition 11 fois plus élevée que 8 (110 contre 10 nM). 11 faut souligner que la partie Ph2 de
8 joue un double role : (i) permettre la formation de contact au niveau de EIl (en effet, nous
avons vu que la partie Ph2 forme quelques contacts transitoires avec la protéine qui participent
a la stabilisation de EIl) ; et (i1) limiter la mobilité de la partie voisine Phl. L’analyse des profils
énergétiques de torsion autour de la liaison covalente C15-O1 (figure 3.10 p. 67) révele que
I’encombrement di a la partie Ph2 restreint considérablement les rotations autour de cette liai-
son covalente. Ainsi, les mouvements de la partie Phl de 8 sont limités par I’encombrement
stérique causé par la partie Ph2 et restreint beaucoup plus I’espace balayé lors des mouvements
du cycle aromatique du ligand 8 comparé aux mouvements du groupement équivalent a Phl
dans 5. Cette diminution des mouvements permet de stabiliser la position de la partie Phl plus
pres du cycle aromatique du résidu Tyr82 augmentant de ce fait la probabilité d’interaction entre
les deux cycles aromatiques. Donc, la présence de la partie Ph2 liée a I’atome 8-C15 contribue
indirectement a accroitre I’interaction électronique de type m-7 observée dans EI1 (figure 5.9 p.
173). Cette contribution pourrait expliquer la différence de nombre de contacts formés dans EI1
et I’état intermédiaire équivalent pour le ligand 5. Comme expliqué précédemment, le nombre
de contacts serait plus élevé dans le cas du ligand 8, comparé a 5, dans 1’état intermédiaire,
la valeur de k_; et/ou ky pour la complexation de 8 serait donc respectivement plus faible et
plus élevée que pour la valeur respective dans le cas de S, d’ou I'incidence possible sur les af-
finités mesurées. Pour le ligand 9 qui correspond a 8 avec un cyclohexyle a la place du cycle

aromatique Ph2 (figure 6.2), la constante d’inhibition est similaire (7 contre 10 nM) ; cette com-
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paraison suggere que la nature aromatique du substituant directement 1ié a I’atome C15 n’est
pas essentielle. D’un autre c6té, la substitution de la partie Ph2 par un groupement 1,1-diméthyl-
2-propenyle comme pour le ligand 7 résulte en une affinité 25 fois plus faible que pour 8 (250
nM) [17]. D’apres notre transposition du modele EI aux les deux ligands 7 et 9 analogues a 8,
nous pouvons anticiper que, contrairement au groupement non-symétrique de 7, la symétrie du
substituant cyclohexyle utilisé pour le ligand 9 permet la formation de contacts transitoires avec
le résidu Glu54 de méme nature (contacts équivalents) apres rotation de ce groupement, comme
observé pour la partie Ph2 de 8 (voir sous-section 3.4.2. p. 162). De ces comparaisons, il ressort
que le nombre de contact formé dans les EI et qui contribue a stabiliser ces états semble lié a
I’affinité des quelques ligands analogues aux ligands 8 et 308 présentés ici (lorsque ce nombre
augmente, £_, diminue et il est aussi possible dans certains cas au moins que ky augmente).
Une des caractéristiques intéressantes de EIl correspond a la formation d’une interaction
de type 7-m entre la protéine et le ligand. Dans EI, ce type d’interaction €lectronique a courte
distance pourraient expliquer, au moins en partie, la différence entre les K; mesurés par Holt
et al. [17] pour les ligands 5 et 6 (figure 6.2). Ces deux ligands se composent de la partie iPe
et du ceeur de 8 mais different dans leurs parties liées a la fonction ester. Pour le ligand 6,
les trois groupements méthoxy sont des donneurs d’électrons pour le cycle aromatique aux-
quelles ils sont liés. Ces groupements sont ainsi responsables d’un enrichissement de la densité
électronique sur les deux faces de ce cycle aromatique, comparativement au cycle aromatique
non-substitué du ligand 5. Comparé a 5, pour le ligand 6, la densité électronique hors du plan
du cycle aromatique substitué peut accroitre les interactions cofaciales avec le cycle aromatique
du résidu Tyr82. Dans I’hypothese ou la stabilité de I’état intermédiaire est liée a 1’affinité de
FKBP12 pour le ligand, la stabilisation accrue de EI pour le ligand 6 par rapport au ligand 5

pourrait expliquer, du moins en partie, la différence d’affinité pour ces deux ligands.

4. Importance des interactions de type 7-m dans la

reconnaissance moléculaire

Concernant la partie Phl du ligand 8, il est frappant de voir que presque tous les ligands

synthétiques de haute affinité pour FKBP12 contiennent un noyau aromatique (noyau phényle,
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FIGURE 6.2 — (a) Structure de quelques ligands analogues au ligand 8. Les identifiants des li-
gands et les valeurs de /; données entre parentheses sont issus du travail de Holt ef al. [17].
La position de I’atome C15 est également indiquée. (b) Motif central souvent retrouvé pour
les ligands de haute affinité pour FKBP12. Un cycle constitué¢ de cinq ou six atomes est sou-
vent trouvé au centre de la partie de cceur. Un cycle thiazane (cycle formé par six atomes dont
un atome de soufre) peut également former le centre de la partie de cceur [15]. Récemment
des ligands présentant des formes ouvertes de type alkyle au niveau du centre du motif ont
démontré une capacité a promouvoir la croissance neuritique, suggérant ainsi que la structure
cyclique centrale n’est pas pré-requise pour la fixation a FKBP12 [25]. Une fonction amide
vient remplacer également la fonction ester dans le contexte de 1’isomérisation cis-trans des

liaisons covalentes peptidyl-prolyl.
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pyridyle ou triméthoxylphényle) lié par un groupement propyle au cceur du ligand [19]. La pré-
sence de ce groupement aromatique ainsi que la longueur du bras alkyle qui le lie au coeur du
ligand semblent donc cruciaux pour les propriétés de complexation a FKBP12. Les résultats
pour les EI présentés dans cette étude fournissent une compréhension détaillée sur le role joué
par de tels groupements aromatiques lors du processus de reconaissance des partenaires de com-
plexation. Premiérement, comme décrit précédemment, la partie Ph1 de 8 est celle qui participe
au plus grand nombre de contacts (tous transitoires) avec FKBP12 dans EI1. Il participe égale-
ment a environ sept contacts transitoires dans EC1 (environ trois avec chacun des résidus His87
et Tyr82 et un avec Gly86 ; figures 4.8 p. 118 et 5.11 p. 174). Deuxieémement, dans EI1 parmi les
valeurs de RMSD de toutes les parties de 8, la partie Ph1 possede la valeur la plus faible (4,15
+ 0,19 A ; tableau 5.4 p. 144). Cette valeur indique que dans EI1 la partie Ph1 est celle dont la
position est la plus proche de la position qu’elle occupe dans SC1 comparativement aux autres
parties du ligand. En d’autres termes, lors de I’étape de complexation entre EI1 et SC1, la partie
Phl est celle qui se déplace le moins. D’autre part, ’analyse de la nature des contacts formés
entre la partie Phl et le résidu Tyr82 obtenue a partir des calculs semi-empiriques d’orbitales
moléculaires indique un recouvrement orbitalaire entre les faces des cycles aromatiques de la
partie Phl et de la chaine latérale du résidu Tyr82, comme illustré sur la figure 5.9 p. 173.
D’un point de vue expérimental, I’importance du caractere aromatique du résidu 82 de
FKBP12 dans la complexation aux ligands peut également tre observée sur des mesures de
I’activité rotamase sur des mutants Y82F et Y82D de la protéine. La mutation du résidu Tyr82
en résidu Phe diminue I’affinité de FK506 et de la rapamycine seulement d’un facteur 2 envi-
ron [4]. D’autres expériences réalisées sur la complexation de la rapamycine a FKBP12 issue
de la levure indiquent une perte de 95% de I’affinité pour le mutant Y89D [126] €. Les résul-
tats précédents suggerent que le caractere aromatique de la chaine latérale du résidu Tyr82 est
crucial pour la complexation, contrairement a la formation de la liaison hydrogene formée entre
I’atome O3 des ligands et le résidu Tyr82. Ces observations sont en accord avec EIl pour le-
quel des interactions électroniques a courte distance sont formées avec le cycle aromatique du
résidu Tyr82 tandis que la liaison hydrogene qui doit se former avec ce résidu dans EC1 n’est

pas encore présente a cette étape. Dans une analyse plus récente des activités enzymatiques de

c. Le résidu Tyr89 de FKBP12 chez la levure correspond au résidu Tyr82 de cette protéine chez I’homme.
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mutants de FKBP12, il a également été démontré que, parmi les 19 substitutions possibles du
résidu 82, les résidus possédant une chaine latérale aromatique (Phe, Tyr et Trp) entrainent la
plus forte activité, ainsi que les résidus Arg (qui contient également un réseau 7 conjugué) et
Pro [127]. Ces découvertes expérimentales soulignent donc 1a encore I’importance du caractere
aromatique pour le résidu 82 de FKBP12.

Dans les EI et les EC, le résidu Tyr82 participe a un grand nombre de contacts avec les
ligands, notamment avec les parties périphériques Phl de 8 et Ethe et Tol de 308. Ce résidu
semble jouer un role important dans la reconnaissance des ligands qui viennent se complexer a
FKBP12. D’une maniere plus générale, I’importance du résidu tyrosine pour la reconnaissance
moléculaire a été montrée par Koide et Sidhu [128]. Sur la base de comparaison de plusieurs
études sur les interactions protéine-protéine, Koide et Sidhu ont montré que la tyrosine participe
a la fois a I’affinité et également a la spécificité d’une protéine. Cette spécificité proviendrait
d’une diminution de la mobilité de sa chaine latérale, comme observé lors du passage entre EI1
et ECI1 pour le ligand 8 ou lors du passage de 1’état de libre diffusion de FKBP12 et de 308
vers EI2 (figure 5.5 p. 147). Cette diminution de la flexibilité de la tyrosine semble permettre
de former des interactions spécifiques. De plus, la tyrosine a plusieurs caractéristiques physi-
cochimiques particulieres puisqu’elle est amphipatique et volumineuse, et qu’elle peut former
un grand nombre d’interactions de différents types (CH-m, 7-m, cation-7, liaison hydrogene,
etc). Dans notre étude des états EI et EC, le résidu Tyr82 forme un grand nombre de type d’in-
teractions différents avec les ligands 8 et 308 (voir figure 5.11 p. 174). Enfin, Koide et Sidhu
ont conclu que ces propriétés physicochimiques spéciales de la tyrosine permettait de la rendre
plus efficace pour la reconnaissance moléculaire par rapport aux autres acides aminés codés

génétiquement.

5. Propriétés structurales importantes du ceeur des

ligands de FKBP12

L’analyse des EI fournit aussi des indices sur I’explication de la diversité des structures re-
trouvées pour les parties de coeur des ligands de haute affinité. Les interactions interatomiques

permanentes et persistantes dans I’ensemble des simulations SBD sont peu nombreuses, res-
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pectivement six et sept dans EIl et EI2. Il est intéressant de remarquer les similitudes entre
ces interactions dans les deux cas : pour 8, quatre de ces interactions sont formées entre 8-O2
et les résidus Val55/1le56, une entre 8-O3 et 1190 ; pour 308, trois entre 308-O1, équivalent
structural de 8-O2, et Val55/I1e56, une entre 308-05, équivalent de 8-O3, et [1e90. Nos résultats
indiquent donc que les atomes 8-O2 et 8-O3, ou leur équivalent 308-03 et 308-05, sont ceux qui
forment la majorité des interactions permanentes trouvées dans El, agissant comme deux points
d’ancrage. Ces résultats suggerent que la présence de deux tels atomes dans la partie de coeur
d’un ligand est importante pour la complexation a FKBP12. 11 est intéressant de constater que,
lorsque les structures des ligands de haute affinité pour FKBP12 sont comparées afin d’extraire
un motif structural commun, les atomes équivalents a 8-O2 et 8-O3 sont retrouvés de maniere
récurrente, tel qu’illustré sur la figure 6.2 (b). Il est important de noter que dans ce motif, les
cycles pipecolinyle ou pyrrolidinyle ne semblent pas &tre requis pour une haute affinité puis-
qu’un cycle thiazane [15] ou méme des formes de type alkyle ouverte pour le cycle central sont
aussi trouvés dans des ligands de haute affinité [25]. En fait, Zhao ef al., dans leur étude sur la
capacité de différents ligands de FKBP a promouvoir la croissance neuritique, ont méme conclu
que la structure précise (cyclique ou linéaire) de la partie centrale d’un ligand de cette protéine
est moins importante que la nature des substituants périphériques liés au coeur du ligand [25].
Un autre résultat important de leur étude est que les parties les plus importantes du ligand pour
la promotion de la croissance neuritique sont les groupements qui sont liés au cceur du ligand
du coté de la fonction ester, i.e. la partie Ph1 dans le cas du ligand 8 par exemple, ou encore la
partie Ethe dans le cas de 308 [25]. Pour la sous-partie C904 trouvée dans le coeur de 8, Orozco
et al. ont déduit de leur étude que cette sous-partie n’est pas importante pour la complexation
des ligands a FKBP12 [129]. Leurs résultats sont également en accord avec 1’observation que
certains ligands de haute affinité ne posseédent qu’un seul groupement cétone (C803) a la place
de la fonction a-dicétone (C80O3C904) [23] ; d’autres ligands de haute affinité comme le ligand
308 possedent un groupement sulfonyle a la place de cette fonction a-dicétone [15]. D’apres
les analyses précédentes du cceur des ligands se liant a FKBP12, les atomes équivalents a 8-02
et 8-O3 apparaissent comme les principaux atomes récurrents. Dans 1’hypothese que le modele
EI présenté dans notre étude peut €tre transposé a d’autres complexes formés entre FKBP12

et des ligands analogues a 8 et 308, la prépondérance des atomes équivalents a 8-O2 et 8-O3
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dans les ligands de FKBP12 s’explique alors par leur role de points d’ancrage dans les états
intermédiaires correspondants. Nos résultats permettent donc de rationaliser 1’observation que
les parties de cceur de ligands structuralement tres divers, mais ayant en commun les atomes

équivalents a 8-O2 et 8-O3, peuvent se lier a FKBP12.
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Conclusion

Deux états intermédiaires, EI1 et EI2, ont été caractérisés pour les chemins de décomplexa-
tion des complexes FKBP12-8 et FKBP12-308. Au préalable, le protocole utilisé combinant les
méthodes de dynamique moléculaire LD et de représentation de 1’énergie libre de solvatation
EEF1 a été testé a partir des complexes natifs respectifs. Nous nous sommes assurés que ce
protocole permettait de reproduire les caractéristiques expérimentales de ces complexes, en par-
ticulier la structure de la protéine et, pour les partenaires protéine-ligand, leur position relative
ainsi que leurs interactions intermoléculaires. Dans le but de tester la validité des simulations
LD mais aussi d’avoir une base de comparaison avec les résultats pour les EI, des simulations
SBD ont été réalisées conjointement. Les résultats indiquent, pour les deux types de simula-
tion et pour les deux complexes, que toutes les caractéristiques expérimentales sont reproduites
de maniere satisfaisante, avec toutefois des déformations observées pour la boucle 80. Pour
les deux ligands, la partie cceur se caractérise par de nombreuses interactions permanentes et
des fluctuations calculées qui sont faibles, a I’inverse des parties périphériques iPe, Phl, Ph2
dans 8 ou Ethe, iBu et Tol dans 308 qui se caractérisent par des interactions transitoires et des
fluctuations plus élevées (hormis les atomes de la fonction ester de 308).

Le type de simulation LD validé, celui-ci a été combiné avec la méthode BMD afin d’obtenir
des états intermédiaires selon un protocole spécifique. Pour chaque complexe, un état intermé-
diaire a été caractérisé par des simulations LD dans un premier temps, puis par des simulations
SBD. Cette procédure a permis d’éliminer des états pour lesquels les résultats n’étaient pas ho-

mogenes entre les deux types de simulation. En revanche, pour les deux états intermédiaires
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caractérisés, le fait que des résultats similaires aient été obtenus pour les deux types de simula-
tion rend confiant sur la validité des états identifiés. Le ligand se trouve dans EIl et EI2 a une
distance de la protéine qui lui permet de former tres peu d’interactions permanentes, la majorité
d’entre elles est formée par quelques atomes du coeur du ligand. En plus de ce faible nombre
d’interactions permanentes, la position du ligand est stabilisée par d’autres types d’interactions,
transitoires, formées principalement par les parties périphériques du ligand, parties qui montrent
des fluctuations qui restent élevées dans les deux EI (a I’exception de Ethe et iBu pour les raisons
évoquées). Ces interactions transitoires sont probablement liées a 1’affinité du ligand puisqu’il a
été montré, dans le contexte des interactions protéine-protéine, que leur quantité détermine 1’ af-
finité [122]. En effet, comme discuté dans le chapitre précédent, ces interactions développées
dans EI ont une incidence directe sur la valeur de la constante de vitesse de dissociation k_; de
El, mais aussi probablement indirectement sur la valeur de k-, la constante de vitesse pour la
réaction d’association entre EI et I’état complexé correspondant.

Une autre caractéristique intéressante de EI est le déplacement de 1a boucle 80 et qui concerne
en majorité les résidus de I’extrémité de cette boucle (autour de Gly89). Ce déplacement permet
d’exposer la petite cavité latérale formée par les chaines latérales volumineuses de cette boucle
aux atomes du ligand rentrant, contribuant a diminuer globalement la pénalité entropique pour
le ligand dans le processus de complexation.

Les résultats similaires obtenus entre EIl et EI2 nous ont conduits a tester la possibilité de
transposer EI a un autre ligand volumineux tel que FK506. Ce test, de méme que la similarité
des caractéristiques de EIl et EI2, sont des arguments qui semblent valider 1’idée de pouvoir
transposer cet EI a d’autres ligands. La transposition de notre modele EI a d’autres ligands nous
a permis de rationaliser les différences d’affinité entre 8 et d’autres ligands partageant le méme
coeur mais différant par leurs parties périphériques. Comme nous I’avons vu, les raisons de ces
différences tiennent vraisemblablement dans les possibilités de contact qui sont différentes dans
les EI respectifs, de méme que des contacts de nature différente dans le cas d’autres ligands.

Un résultat important sur ces interactions trouvées dans EI concerne le résidu Tyr82 et ses
interactions de type m—m pour la partie Phl de 8 et sa liaison hydrogene avec Ethe de 308. En
particulier pour 8, les caractéristiques de EI1 permettent de comprendre I’importance maintes

fois démontrée du caractere aromatique du résidu 82 dans FKBP12. En effet, des interactions
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fortes m—m sont calculées entre Tyr82 et Phl dans EIl. Nous conjecturons que, dans d’autres
systemes protéine-ligand, les interactions €lectroniques a courte distance de type m—m entre un
groupement aromatique du ligand et un résidu aromatique de la protéine, comme entre Phl de 8
et Tyr82, peuvent jouer un role crucial dans les étapes préliminaires du processus de reconnais-
sance entre partenaires. Cette étape cruciale pourrait avoir lieu dans un EI comme pour EI1, ce
qui expliquerait le paradoxe suivant qui est que, dans les structures cristallographiques de nom-
breux complexes protéine-ligand, certaines régions d’un ligand donné sont reconnues comme
déterminantes pour I’ affinité (telles que Ph1 dans de nombreux ligands analogues a 8) alors que
leur nombre d’interactions formées avec la protéine n’est souvent pas treés important [130]. 11
a été observé également qu’a I'inverse, des régions du ligand qui interagissent fortement dans
le complexe peuvent étre substituées sans grande incidence sur 1I’affinité mesurée [130]. Notre
hypothese est de plus confortée par I’observation générale que, dans les structures connues des
médicaments actuellement utilisés, les cycles aromatiques sont des motifs récurrents. Du coté de
la structure des protéines, les résidus Trp, Tyr et Arg (qui possede aussi un systeme 7 conjugué)
ont été reconnus comme déterminants pour la liaison ou la reconnaissance des ligands. Deux
exemples avec la protéine PDIp (analogue de la protéine disulfide isomérase) pour laquelle il
a été démontré qu’un résidu Tyr ou Trp est suffisant pour la reconnaissance [131] ou encore la
métallo-(3-lactamase dans laquelle un résidu exposé Trp49 permet la liaison au ligand et que,
plus important, cette liaison est également possible apres la mutation W49F ; les auteurs souli-
gnant que seul le caractere aromatique du résidu permet la liaison [132]. Enfin, les régions de
liaison des anticorps sont connues pour étre abondantes en résidus Tyr et Trp [133].

Les résultats pour EIl et EI2 permettent également de comprendre la prépondérance des
atomes O2 et O3 (ou leur équivalent structural tel que O1 et OS5 dans 308) dans les ligands de
haute affinité puisqu’ils agissent comme deux points d’ancrage contribuant en partie a fixer le li-
gand a la protéine dans EI (cinq et quatre interactions permanentes sont formées respectivement
par O2/03 de 8 et O1/05 de 308). Ces résultats permettent aussi de proposer une explication a
I’apparente contradiction entre 1’observation que le ceeur des ligands de FKBP12 forme systé-
matiquement la majorité des contacts dans 1’état complexé et qu’il peut néanmoins étre modifié
sans pour autant perdre en affinité ; ces modifications montrant toutefois toujours cette prépon-

dérance des atomes du type O2 et O3 dans cette variété de ligands. Dans 1’hypothese ou les
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interactions qui sont développées dans EI ont une incidence sur k_; et/ou ko, alors les interac-
tions permanentes formées par O2 et O3, retrouvées dans des cceurs aussi différents que ceux de

8 et 308, fournissent I’explication de I’importance de ces deux atomes du cceur pour I’affinité.
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TABLEAU A.1 — Nouveaux types atomiques définis pour les atomes des ligands 8 et 308. Ces
types atomiques ont été introduit afin d’éviter de modifier les parametres pré-existants dans

CHARMM22, notamment ceux du terme Eqpgies dgiedres-

atomes type type atomique

du ligand atomique | epsilon | Rmin/2 | eps,1—4 | Rmin/2,1—4 | correspondant

8 dans CHARMM?22

C23 C6R —0,0700 | 1,9924 CA

C22

C21

c20 ]

CI9

CI8

C29

C28

C27

C26

C25

Cc24

CI17 CT2P —0,0550 | 2,1750 | —0,0100 1,90 CT2

CI5 COS —0,0200 | 2,2750 | —0,0100 1,90 CTI

Ol 0OS —0,1521 | 1,7700 | —0,2000 1,36 OS

02 0OCO —0,1200 | 1,7000 | —0,1200 1,40 0]

C2 CRI —0,0200 | 2,2750 | —0,0100 1,90 CPI

C3 CR2 —0,0550 | 2,1750 | —0,0100 1,90 CP2

Cc4 CR2 —0,0550 | 2,1750 | —0,0100 1,90 CP2

C5 CR2 —0,0550 | 2,1750 | —0,0100 1,90 CP2

C6 CR3 —0,0550 | 2,1750 | —0,0100 1,90 CP3

N7 NR —0,2000 | 1,8500 | —0,0001 1,85 N

C8 CoC —0,1100 | 2,0000 C

C9 CcOocC —0,1100 | 2,0000 C

CI0 CTO0 —0,0200 | 2,2750 | —0,0100 1,90 CTI

atomes type type atomique

du ligand atomique | epsilon | Rmin/2 | eps,1—4 | Rmin/2,1—4 | correspondant

308 dans CHARMM?22

C2 CRI1 —0,0200 | 2,2750 | —0,01 1,90 CPI

C3 CR2 —0,0550 | 2,1750 | —0,01 1,90 CP2

C4

C5

C6

N7 NT —0,2000 | 1,8500 NP

Ol OF —0,1200 | 1,7000 | —0,12 1,40 0]

S8 SO2 —0,4700 | 2,1000 SL

04 O2L —0,1200 | 1,7000 | —0,12 1,40 O2L
parametre 1—4 O

05 O2L —0,1200 | 1,7000 | —0,12 1,40 O2L
parametre 1—4 O

S4 ST —0,4500 | 2,0000 S

C31 COS2 | —0,0550 | 2,1750 | —0,01 1,90 CTL2

02 OCO —0,1200 | 1,7000 | —0,12 1,40 OBL

C30 COO —0,0700 | 2,0000 CL

CI17 C6R —0,0700 | 1,9924 CA

CI8 C6RT | —0,0700 | 1,9924 CA

CI9 C6R —0,0700 | 1,9924 CA

C20

C21

C22
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TABLEAU A.2 — Charges partielles des atomes des ligands 8 et 308. Les colonnes charge-
CORR., fragmentCORR. et type atomiqueCORR. correspondent respectivement a la charge
partielle de I’atomeCORR. qui présente une correspondance avec un des atomes du ligand, a la
molécule paramétrée dans CHARMM?22 dans laquelle se trouve cet atome CORR. et au type
de cet atome “. Les valeurs de charge dérivées de 1’analyse de population de Mulliken sont éga-
lements indiquées. Les atomes dont les charges partielles ont été paramétrées sont indiqués par

des astérisques.

atome de 8 ftype atomiquelcharge dans CHARMM?22charge HFchargeCORR] fragmentCORR. ftype atomique CORR]
CI* C 0,84 0,83 0,63 PRES CTI CD
O1* (ON] —0,48 —0,65 | —0,34/—0.5| PRESCT1 oS
02* 0CO —0,52 -0,57 | —-0,52/—-0.5| PRESCTI1 OB
C2* CR1 0,11 —0,11 0,02 PRO CP2
H* HB 0,05 0,28 0,09 PRO HB
C3* CR2 —0,18 —0,31 |—0,18/—0.19] PRO/CYCL CP2/CT
H1* HA 0,09 0,21 0,09/0.095 PRO/CYCL HA/HA
H2* HA 0,09 0,18 0,09/0.095 PRO/CYCL HA/HA
C4* CR2 —0,18 —0,34 |—0,18/—0.19 PRO/CYCL CP2/CT
H3* HA 0,09 0,17 0,09/0.095 PRO/CYCL HA/HA
H4* HA 0,09 0,18 0,09/0.095 PRO/CYCL HA/HA
C5* CR2 —0,20 —0,32 |—0,18/—0.19] PRO/CYCL CP2/CT
H5* HA 0,10 0,17 0,09/0.095 PRO/CYCL HA/HA
Ho6* HA 0,10 0,19 0,09/0.095 PRO/CYCL HA/HA
Co* CR3 —0,09 -0,13 0,00 PRO CP3
H7* HA 0,105 0,19 0,09 PRO HA
H8* HA 0,105 0,21 0,09 PRO HA
N7* NR -0,37 —0,69 |—0,47/—0.29 CROT/PRO N
C8* C 0,45 0,77 0,51 CROT C
03* (6] —0,46 —0,62 —0,51 CROT (6]
C9* C 0,44 0,46 —0,51 ILE C
04* (0] —0,40 -0,52 —0,51 ILE (6]
C10%* CTO0 —0,03 -0,13 -0,09 LEU/ILE CTl1
Cl1 CT2 —0,20 -0,33 —0,18 LEU/ILE CT2
H9 HA 0,09 0,17 0,09 LEU/ILE HA
H10 HA 0,09 0,20 0,09 LEU/ILE HA
Cl12 CT3 -0,27 —0,50 -0,27 LEU/ILE CT3
H11 HA 0,09 0,17 0,09 LEU/ILE HA
HI12 HA 0,09 0,17 0,09 LEU/ILE HA
H13 HA 0,09 0,16 0,09 LEU/ILE HA
C13 CT3 -0,27 —0,49 -0,27 LEU/ILE CT3
H14 HA 0,09 0,22 0,09 LEU/ILE HA
H15 HA 0,09 0,16 0,09 LEU/ILE HA
H16 HA 0,09 0,17 0,09 LEU/ILE HA
Cl14 CT3 —0,27 —0,47 —0,27 LEU/ILE CT3
H17 HA 0,09 0,19 0,09 LEU/ILE HA
H18 HA 0,09 0,16 0,09 LEU/ILE
H19 HA 0,09 0,17 0,09 LEU/ILE HA
Cl5* COS 0,26 0,11 —0,14 PRES CT1 CT3
H20* HA 0,01 0,22 0,09%3 PRES CT1 HA
Cl6 CT2 -0,18 -0,32 —-0,18 LEU/ILE CT2
H21 HA 0,09 0,18 0,09 LEU/ILE HA
H22 HA 0,09 0,19 0,09 LEU/ILE HA
Cl17 CT2P —0,18 —0,36 —0,18 LEU/ILE CT2
H23 HA 0,09 0,17 0,09 LEU/ILE HA
H24 HA 0,09 0,19 0,09 LEU/ILE HA
Cl18 C6R 0,00 0,04 0,00 PHE CA
C19 C6R —0,115 —0,23 —0,115 PHE CA
H25 HA 0,115 0,20 0,115 PHE HP
C20 C6R —0,115 -0,19 —0,115 PHE CA
H26 HA 0,115 0,20 0,115 PHE HP
C21 C6R —0,115 —0,21 —0,115 PHE CA
H27 HA 0,115 0,20 0,115 PHE HP
C22 C6R —0,115 -0,19 —0,115 PHE CA
H28 HA 0,115 0,20 0,115 PHE HP
C23 C6R —0,115 —0,22 —0,115 PHE CA
H29 HA 0,115 0,20 0,115 PHE HP
C24 C6R 0,00 0,02 0,00 PHE CA
C25 C6R —0,115 —0,23 —0,115 PHE CA
H30 HA 0,115 0,21 0,115 PHE HP
C26 C6R —0,115 —0,20 —0,115 PHE CA
H31 HA 0,115 0,21 0,115 PHE HP
C27 C6R —0,115 —0,20 —0,115 PHE CA
H32 HA 0,115 0,21 0,115 PHE HP
C28 C6R —0,115 —0,20 —0,115 PHE CA
H33 HA 0,115 0,21 0,115 PHE HP
C29 C6R —0,115 —0,21 —0,115 PHE CA
H34 HA 0,115 0,22 0,115 PHE HP
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atome de 308ype atomiquecharge dans CHARMM?22charge HFchargeCORR ] fragmentCORR. Jype atomiqueCORR]
C30 COO 0,63 0,828 0,630 ETAC CL
02 0CO -0,52 -0,608 -0,520 ETAC OBL
03 (ON] -0,34 -0,625 -0,340 ETAC OSL
C31 COS2 -0,05 -0,011 -0,050 ETAC CTL2
H30 HA 0,09 0,183 0,090 ETAC HAL
H31 HA 0,09 0,185 0,090 ETAC HAL
C32 CT3 -0,27 -0,500 -0,270 ETAC CTL3
H32 HA 0,09 0,172 0,090 ETAC HAL
H33 HA 0,09 0,180 0,090 ETAC HAL
H34 HA 0,09 0,183 0,090 ETAC HAL
C26 CT3 -0,27 -0,478 -0,270 LEU CT3
H60 HA 0,09 0,166 0,090 LEU HA
H61 HA 0,09 0,157 0,090 LEU HA
H62 HA 0,09 0,169 0,090 LEU HA
C25 CT3 -0,27 -0,504 -0,270 LEU CT3
H50 HA 0,09 0,161 0,090 LEU HA
H51 HA 0,09 0,172 0,090 LEU HA
H52 HA 0,09 0,155 0,090 LEU HA
C24 CT2 -0,09 -0,163 -0,090 LEU CT2
H24 HA 0,09 0,172 0,090 LEU HA
Cl16 CT2 -0,18 -0,324 -0,180 LEU CT2
H16 HA 0,09 0,180 0,090 LEU HA
H17 HA 0,09 0,212 0,090 LEU HA
Cl15 CT1 0,09 -0,038 0,07 liaison peptidique| CT1
H15 HB 0,07 0,243 0,09 liaison peptidique| HB
Cl C 0,51 0,801 0,510  [liaison peptidique| C
01 OF -0,51 -0,626 -0,510  [liaison peptidique| (0]
N1 NF1 -0,47 -0,835 -0,470  [liaison peptidique NH1
Hl11 H 0,31 0,441 0,310  [liaison peptidique] H
C2% CR1 0,09 -0,083 0,020 PRO CP1
H1* HB 0,08 0,286 0,090 PRO HB
C3* CR2 -0,18 -0,490 -0,180 PRO CP2
H2* HA 0,08 0,249 0,090 PRO HA
H3* HA 0,16 0,220 0,090 PRO HA
S4* ST -0,12 0,128 -0,090 MET S
C5* CR2 -0,20 -0,490 -0,180 PRO CP2
H4* HA 0,14 0,238 0,090 PRO HA
H5* HA 0,14 0,202 0,090 PRO HA
Co* CR2 0,02 -0,145 0,000 PRO CP3
H6* HA 0,10 0,213 0,090 PRO HA
H7* HA 0,08 0,206 0,090 PRO HA
N7* NT -0,61 -0,839 -0,290 PRO NP
S8* S0O2 1,70 1,708 1,330 MSO4 SL
04* O2L -0,60 -0,689 -0,650 MSO4 O2L
O5* O2L -0,58 -0,694 -0,650 MSO4 O2L
C17* C6R -0,20 -0,345 0,000 PHE CA
C18* C6RT -0,03 -0,165 -0,115 PHE CA
H18* HP 0,03 0,264 0,115 PHE HP
C19 C6R -0,12 -0,236 -0,115 PHE CA
H19 HP 0,12 0,212 0,115 PHE HP
C20 C6R 0,00 0,058 0,000 PHE CA
C21 C6R -0,12 -0,225 -0,115 PHE CA
H21 HP 0,12 0,222 0,115 PHE HP
C22% C6R -0,03 -0,160 -0,115 PHE CA
H22* HP 0,03 0,259 0,115 PHE HP
C23 CT3 -0,27 -0,513 -0,270 Toluene CT3
H20 HA 0,09 0,186 0,090 Toluene HA
H23 HA 0,09 0,190 0,090 Toluene HA
H25 HA 0,09 0,181 0,090 Toluene HA

198



ANNEXES

TABLEAU A.3 — Tableau des charges partielles atomiques obtenues par une analyse de popula-
tion de Mulliken apres optimisation par la méthode MP2/6-31G* des cycles Phl et Tol respec-
tivement des ligands 8 et 308. Les valeurs indiquées par une étoile sont celles qui différent de

maniere significative pour les deux cycles.

atome de 308 | charge de I’atome de 8 | atome équivalent dans 308 | charge de 1’atome de 308 | Idifférencesl|
C18 0,02 C17 -0,32 0,34*
C19 -0,23 C18 -0,17 0,06
H25 0,19 H18 0,26 0,07
C20 -0,18 C19 -0,2 0,02
H26 0,2 HI19 0,22 0,02
C21 -0,2 C20 -0,17 0,03
H27 0,2 H20 0,22 0,02
C22 -0,19 C21 -0,2 0,01
H28 0,2 H21 0,22 0,02
C23 -0,22 C22 -0,16 0,06*
H29 0,2 H22 0,25 0,05*
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TABLEAU A.4 — Parametres du champ de force CHARMM?22 définis pour les liaisons cova-
lentes formées entre les atomes de 8 et entre les atomes de 308 accompagnés des correspon-

dances. Les parametres tirés de la LPDB pour le ligand 8 sont indiqués par un astérisque.

1aisons de 8 K, ro_ distance de référence]  TiaisonCORR. ~CORRJrgCORR]
C8-C9* 282,00 1,515 541 282 S15
C9-C10 250,00 1,490 1,533 Cc-c« 250 1,490
C1-C2 250,00 1,490 1,527 C-C* (PRO) 250 1,490
C8-N7 360,00 1,300 1,348 C-N 260 1,300
H1/H2-C3 H3/H4-C4309,00[ 1,111 1,090 H-CP (PRO) 309 1,111
H5/H6-C5
IH7/H8-C6 309,001,111 1,080 H-C?% (PRO) 309 1,111
H-C2 330,00 1,080 1,080 H-C~ EPROg 330 1,080
IN7-C2 320,00 1,434 1,458 C%-N (PRO 320 1,434
IN7-C6 320,00 1,455 1,463 CS-N (PRO) 320 1,455
C3-C2 222,501,527 1,536 CB-Co (PRO) 222.5 1,527
C3/C5-C4 222,501,537 1,531 CB-CY (PRO) 222.5 1,537
C6-C5 222,501,537 1,527 co-c g’RO) 222,5 1,537
C8-03 C9-04 620,001,230 1,198 C- 620 1,230
C1-02 620,001,230 1,191 C-0 620 1,230
C1-01 150,00 1,334 1,319 C-OT2 (PRES CT1) 150 1,334
C18-C19/C23 C20-305,00[1,375 1,387 C%-Ce (PHE) 305 1,375
C19/C21  (C22-C21/C23
C24-C25/C29 C26-
C25/C27 C28-C27/C29
C24-C15 230,001,490 1,513 C7-CP (PHE) 230 1,490
C16-C15 222,501,538 1,529 Cch.co 222.5 1,538
C11-C10 222,501,538 1,545 Ch-co 222,5 1,538
C13/C14-C10 222,501,538 1,541 CB-C72 (ILE 222,5 1,538
C15-01 340,001,430 1,440 CT-OT2 gPRES T1) 340 1,430
H25-C19 H26-C20 H27-340,00 1,080 1,080 H-C° (PHE) 340 1,080
C21 H28-C22 H29-C23
H30-C25 H31-C26 H32-
C27 H33-C28 H34-C29
H20-C15 309,001,111 1,080 H-C~ 309 1,111
H23/H24-C17 309,001,111 1,059 H-C# 309 1,111
C17-C16 222,501,530 1,535 CB-CY (LEU) 222.5 1,530
C18-C17 230,001,490 1,515 C7-CP (PHE) 230 1,490
Miaisons de 308 K, ro [distance de référence] fragmentCORR. ~CORR JrgCORR]
C15-C30 200 [I,5T79 1,5T79 Ethylacetate 200,00 | 1,522
02-C30 750 11,1929 1,1929 Ethylacetate 750,00 | 1,220
03-C30 150 |1,3151 1,3151 Ethylacetate 150,00 | 1,334
C31-03 340 |1,4285) 1,4285 Ethylacetate 340,00 | 1,430
C31-C32 222,5|1,5138 1,5138 Ethylacetate 222,50 | 1,528
C31-H30/H31 309 |1,0812 1,0812 Ethylacetate 309,00 | 1,111
IN1-C1 370 |1,3456| 1,3456 liaison peptidique 370 1,345
IN1-C15 320 |1,4455) 1,4455 squelette 320 1,430
C1-C2 250 |1,5327 1,5327 RO 250 1,490
01-C1 620 1,202 1,2020 squelette 620 1,230
IN1-HI11 440 0,9940 0,9940 squelette 440 0,997
C3-C2 222,501,5300 1,5300 PRO 222,500 | 1,527
H1-C2 330,001,0811 1,0811 PRO 330,000 | 1,080
IN7-C2 320,001,4701 1,4701 PRO 320,000 | 1,434
C5-C6 22,50/1,5232 1,5232 PRO 222,500 | 1,537
IH4/H5-C5 H6/H7-C6 309,001,0817 1,0817 PRO 309,000 | 1,111
- 320,001,4726| 1,4726 PRO 320,000 | 1,455
C3/C5-S4 229,63|1,8128 1,8128 Cyclohexane 29,63 | 1,531
IS8-N7 250,0011,6588 1,6588 Methylsulfate 250 1,575
IS8-04/05 540,001,4330 1,4330 Methylsulfate 540 1,448
C17-S8 250,0011,7663 1,7663 Methylsulfate 250 1,575
C17/C21-C22 C20/C22-305,001,390! 1,3900 PHE 305,00 | 1,375
C21 C19/C21-C20
C20-C19
C17/C19-C18 305,001,3900 1,3900 PHE 305,00 | 1,375
3- ,00/1,5094 1,5094 toluene 230,00 | 1,490
H19-C19 H21-C21 H22-340,00/1,0700| ,0700 PHE 340,00 ,080
Cc22
H18-C18 340.0011,0700 1,0700 PHE 340,00 | 1,080

200



ANNEXES

TABLEAU A.5 — Parametres du champ de force CHARMM22 définis pour les angles de valence
de 8 et 308 accompagnés des correspondances. Les angles pour lesquels les parametres ont été
copiés sur ceux trouvés dans la LPDB sont indiqués par un astérisque. Pour 308, les angles en

gras correspondent a ceux qui ont été paramétrés.

langle de valence de 8 KO [ ©9 [KyplUBp[ fragmentCORR. [ KO [©oCORR[K gCORRJUByCORR]
9/HT0-CIT-CI0 33,431108,0022,53 2,179 ILE 33,431 T10,1 22,53 2,1790
H14/H15/H16-C13-C10 |33.43(110,70/22.53 2,179 LEU 33,43| 110,1 22,53 2,1790
H17/H18/H19-C14-C10
C12-C11-C10 58,35116,10 11,16 2,561 ILE 58,35 1135 11,16 2,5610
C13-C10-C14 58,35(108,40 8,00 2,561 LEU 53,35 114 8 2,5610
C13/C14-C10-C11 58,35(110,10 8,00 R2,561 ILE 53,35 114 8 2,5610
C9-C10-C11 52,00 112,30 LEU 108
C9-C10-C13/ 52,00(107,9 ILE 52 108
C8-C9-C10* 44,00 (120,00 44 118
C9-C8-N7* 65,00 (119,30 65 120
C8-C9-0O4* C9-C8-0O3* |80,00(117,0 80 120
C10-C9-04* 0,00 (122,10, 20,00 2,442squelette PRES CT1/80 70| 121 125 20 2,442
IN7-C8-03* 98,00 (123,7 98 125,1
C6-N7-C2* 80,00 115,00 80 120,5
C5-C4-C3 70,00 (111,00 PRO 70 108,5
C4-C3-C2 70,00 111,90 PRO 70 108,5
-C5-C4 70,00 110,60 PRO 70 108,5
H2/H1-C3-C2 33,431108,3022,53 2,179 PRO 33,43| 110,1 22,53 2,1790
H2/H1-C3-C4 H4/H3-C4426.50(110,10122.53 2,179 PRO 26,5 | 110,1 22,53 2,1790
(C3/C5 H5/H6-C5-C4
H5/H6- 26,50 (108,90122,53 2,179 PRO 26,5 | 110,1 22,53 2,1790
H1-C3-H2 H3-C4-H4 H6 35,50107,30 5,40 [1,802 PRO 35,5 109 54 1,8020
C5-H5
H7/H8-C6-C5 26,50(110,50122,53 2,179 PRO 26,5 | 110,1 22,53 2,1790
H7-C6-H8 35,501107,20, 5,40 |1,802 PRO 35,5 109 54 1,8020
H-C2-C3 35,001(109,30 PRO 35 118
IN7-C2-H 48,001(107,20 PRO 48 112
IN7-C6-H7/H8 48,001(108,8 PRO 43 108
C8-N7-C6 60,00 (126,40 PRO 60 117
C8-N7-C2 60,001(117,80 PRO 60 117
C2-C1-02 80,00(121,6020,00 2,442 PRO PRES CT1 (80 70| 121 125 20 2,442
C2-C1-01 :00114.4020.00 2,326 PRO+PRES CT1 | 55 109 20 2,3260
02-C1-01 90,00 [123,90/160,002.258 PRES CT1 90 1259 160 2,2576
C1-C2-C3 52,00(111,4 C-Calpha-Cbeta | 52 108
C1-C2-N7 50,00 (114,30 RO 50 108,2
C5-C6-N7 70,00(110,8 PRO 70 110,5
C3-C2-N7 70,00 (109,80 PRO 70 110,8
H-C2-C1* 42,00 (104,50, 42 10!
C1-01-C15 40,00 {118,001 30,00 2,265 PRES CT1 40 109,6 30 2,2651
C18-C19-C20 C19440,00 (120,00 35,00 2,258 PHE 40,00 120,00 35,00 2,258
C20-C21 C20-C21-C22
C21-C22-C23 C22-
C23-C18 (C23-C18-C19
C24-C25-C26 (C25-C26-
C27 C26-C27-C28 C27-
C28-C29 (C28-C29-C24
C29-C24-C25
H25-C19-C18/C20 30,00(120,00,22,00 2,153 PHE 30,00| 120,00 22,00 2,153
H26-C20-C19/C21
H27-C21-C20/C22
H28-C22-C21/C23
[H29-C23-C22/C18
H30-C25-C24/C26
H31-C26-C25/C27
H32-C27-C26/C28
H33-C28-C27/C29 H34-
C29-C28/C24
C25/C29-C24-C15 45,801(120,50 PHE 458 | 1223
C25-C15-C16 51,80 (114,60 PHE 51,8 | 107,5
C24-C15-01 51,80(107,4 PHE 51,8 | 107,5
C16-C15-0O1 51,80 108,50 PHE 51,8 | 107,5
-C15-C24 49,30 (109,20 PHE 49,3 | 107,5
H21/H22-C16-C15 26,50(108,70122,53 2,179 LYS 26,5 | 110,1 22,53 2,179
20-C15-C16 26,50 (109,30122,53 2,179 LYS 26,5 | 110,1 22,53 2,179
H20-C15-O1%* 59.0 [107.60, 59 108,25
C17-C16-C15 58,35(113,10 11,16 2,561 LYS 58,35 1135 11,16 2,561
C18-C17-C16 51,80[112,2 PHE 51,8 | 107,5
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angle de valence de 8 KO [ ©¢ [KyplUBp|[ fragmentCORR. [ KO [©oCORRJKy gCORRJUByCORR]
23/H24-CI7-C16 26,50[1T10,1022,5312,179 LYS 26,50 110,10 2253 2,179

H21/H22-C16-C17 26,50(110,1022,53 2,179 LYS 26,50 110,10 22,53 2,179

C19/C23-C18-C17 45,801(122,30 PHE 458 | 1223

H23-C17-H24 35,50(109,00 5,40 [1,802 PHE 35,50 109,00 5,40 1,802

H23/H24-C17-C18 49,301107,50 PHE 493 | 107.5

fngle de valence de 308 | KO | ©g [Kyp|lUBg[ fragmentCORR. | KO [©CORR]Ky 5CORR]UB,CORR]
32/H33/H34-C32-C3T [34,60110,43[22,5312,18 Ethylacetate 346 TI0,1 22,530 2,18

C30-03-C31 40,00(117,94/30,00 (2,27 Ethylacetate 40 109,6 30,000 2,27

H31/H30-C31-C32 34,60(111,87/22,53 2,18 Ethylacetate 34,6 | 110,1 22,530 2,18

H31-C31-H30 35,50(108,19 5,40 |1,80 Ethylacetate 35,5 109 5,400 8

02-C30-C15 70,00 (124,60 20,00 2,44 Ethylacetate 70 125 20,000 2,44

03-C30-02 90,00 (123,77]160,00,2,26 Ethylacetate 90 125,9 160,000 2,26

03-C30-C15 55,00(111,61/20,00(2,33 Ethylacetate 55 109 20,000 2,33

03-C31-C32 75,70(107,35 Ethylacetate 75,7 110,1

H31/H30-C31-03 60 00|108,79 Ethylacetate 60 109,5

C16-C15-C30 52,00 114,65 Ethylacetate 52 108

H15-C15-C30 33,00 (105,58 30,00(2,16 Ethylacetate 33 109,5 30,000 2,16

H1-C2-C1 50,00 (103,86 %RO 50 112

IN1-C15-C30 50,00 (108,19 squelette 50 107

H11-N1-C1 34,00 (118,98 squelette 34 123

C15-N1-C1 50,00 121,10 squelette 50,0000 120

H11-N1-C15 35,00(117,99 squelette 35,0000 117

IN1-C15-H15 48,00(108,08 squelette #8,0000 108

IN1-C15-C16 70,00 (113,72 EU 70 113,5

IN1-C1-C2 80,00 (117,06 PRO 80 116,5

C2-C1-01 80,001119,67 PRO 80 118

0O1-C1-N1 80,00 (123,10 squelette 80 122,5

C3-S4-C5 58,35(116,96 11,16 | 2,56

H2/H3-C3-S4 H4/H5-C5-33,43(108,35/22,53|2,18| CYCLOHEXANE |33,43| 110,100 22,53 2,18

C6-C5-S4 58,35111,13/11,16(2,56| CYCLOHEXANE |58,35| 113,500 11,16 2,56

C2-C3-S4 58,35(113,4811,16(2,56| CYCLOHEXANE |58,35| 113,500 11,16 2,56

C2-N7-S8 60,00(117,69 PRO 60 117

C6-N7-S8 60,00(116,01 PRO 60 117

C1-C2-C3 52,00(111,82 PRO 52 112,3

C1-C2-N7 50,00(112,86 PRO 50 108,2

H3/H4-C3-C2 33,43(109,11/22,53 2,15 PRO 33.43| 110,100 22,53 2,18

C6-N7-C2 100,00117,49 PRO 100 | 1142

C3-C2-N7 70,00(113,54 PRO 70 110,8

C5-C6-N7 70,001114,16 PRO 70 110,5

H3-C3-H4 H5-C5-H6 H7-35,50(108,18 5,40 |1,75 PRO 35,5 | 109,000 5,4 1.8

C6-H8

IN7-C6-H7/HS 48,00(107,7 PRO 48 108

H1-C2-C3 35,00(107,37 PRO 35 118

IN7-C2-H1 48,001(106,61 PRO 48 112

H5/H6-C5-C6 H7/H8-C6426.50 [109.93/22,53 |2,15 PRO 26,5 | 110,100 22,53 2,18

C5

IN7-S8-C17 70,00 103,50

04-S8-05 ]3(5 00[119,47/35,00(2,45| Methylsulfate 130 | 109,470 35 2,45

04/05-S8-N7 85,00 108,14 Methylsulfate 85 98

04/05-S8-C17 85,00108,31 Methylsulfate 85 98

IS8-C17-C22 45,801(120,0 PHE 458 | 1223

IS8-C17-C18 45,801120,00 PHE 45.8 \

C17-C22-C21 C22-C21440,00 [120,0035,00 | 2,42 PHE 40 | 120,000 35 2,42

C20 C21-C20-C19

C20-C19-C18 (C22-C17-40,00 (120,00 35,00 | 2,42 PHE 40 | 120,000 35 2,42

C17-C18-C19 40,00 (120,00 35,00 | 2,42 PHE 40 | 120,000 35 2,42

C23-C20-C19/C21 45,801120,67 toluene 458 | 1223

H20/H23/H25-C23-C20 |49,30(111,03 toluene 493 | 107,5

H19-C19-C20 H21430,00{120,0022,00 | 2,15 PHE 30" | 120,000 22 2,15

C21-C20/C22 H22-C22-

C17/C21

H19-C19-C18 0,00 (120,00122,00(2,15 PHE 30 | 120,000 22 2,15

H18-C18-C17/C19 30,00[120,0022,00{2,15 PHE 30 | 120,000 22 2,15
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TABLEAU A.6 — Parametres du champ de force CHARMM22 définis pour les angles diedres de

8 et 308.
langles diedres de 8 K®[n] & [fragment CORR. AD CORR. [K$ CORRnCORR]
O2-CT-OI-CI5 ,965[1,0 T80 PRES CTT OBTCD [ OS [CT3] 0,965 |
02-C1-01-C15 3,8502,0 180 PRES CT1 OB| CD | OS |CT3| 3,850 2
C2-C1-01-C15 2,0502,0 180 PRES CT1 X|CD|OS| X 2,050 2
(C3-C2-N7-C6 0,3143,010,6 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H-C2-N7-C6 0,0003,0/10,6 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C1-C2-N7-C6 0,1573,0110,6 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C1-C2-N7-C8 0,1573,0/ 180 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
(C3-C2-N7-C8 0,3143,0/ 180 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H-C2-N7-C8 0,0003,0/ 180 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
IN7-C2-C3-C4 0,4713,0339,2CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
IN7-C2-C3-H1/H2 0,0003,0339,2CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C1-C2-C3-C4 0,4713,0339,2CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C1-C2-C3-H1/H2 0,0003,0339,2CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H-C2-C3-C4 0,4713,0839,2CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H-C2-C3-H1/H2 0,00083,0839,2CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C2-C3-C4-C5 1,4133,021,7ICYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H1/H2-C3-C4-C5 H5/H6-0,0008,021,7 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C5-C4-C3
(C2-C3-C4-H3/H4 0,0003,0/21,7 CYCLOHEXANE| 0,157 3
C6-C5-C4-C3 1,4133,0838,6CYCLOHEXANE| X | CT | CT | X 0,157 3
C6-C5-C4-H3/4 0,0003,0338,6CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H1/H2-C3-C4-H3/H4 0,0003,0338,6CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H3/H4-C4-C5-H5/H6
IN7-C6-C5-C4 1,4133,017,2ICYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H7/H8-C6-C5-C4 0,0003,017,2ICYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
IN7-C6-C5-H5/H6 0,00083,017,2 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H7/H8-C6-C5-H5/H6 0,0003,017,2 CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C5-C6-N7-C2 0,4713,0295,7CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H7/H8-C6-N7-C2 0,0008,0295,7CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
C5-C6-N7-C8 0,471B3,0295,7CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H7/H8-C6-N7-C8 0,00083,0295,7CYCLOHEXANE X | CT | CT | X 0,157 3
H25-C19-C20-H26 2,4002,0 180 PHE HP| CA |CA | HP | 2400 2
H26-C20-C21-H27 H27-
C21-C22-H28 H28-C22-
C23-H29 H30-C25-C26-
H31 H31-C26-C27-H32|
H32-C27-C28-H33 H33-
(C28-C29-H34
C18-C19-C20-H26 C19-4,2002,0 180 PHE HP| CA |CA | CA | 4,200 2,0

C20-C21-H27 C20-C21-
C22-H28 C21-C22-C23-
H29 C23-C18-C19-H2j
C24-C25-C26-H31 (C25-
C26-C27-H32 C26-C27-
C28-H33 (C27-C28-C29-

H34 C29-C24-C25-H30
C18-C19-C20-C21 C19-3,1002,0 180 PHE CA|CA|CA|CA| 3,100 2

C20-C21-C22 C20-C21-
C22-C23 (C21-C22-C23-
C18 (C22-C23-C18-C19
C23-C18-C19-C20 C24-
C25-C26-C27 (C25-C26-
C27-C28 (C26-C27-C28-
C29 C27-C28-C29-C24
C28-C29-C24-C25 (C29-

C24-C25-C26
C15-C24-C25-C26 C15-3,1002,0 180 PHE CT2| CA | CA | CA| 3,100 2

C24-C29-C28
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fangles diedres de 8 K®[n] 6 [fragment CORR. AD CORR. [K$ CORRJnCORR)]
CI5-C24-C25-H30 CI54,2002,0 180 PHE HPT CATCATCT2| 4200 2
C24-C29-H34

C17-C18-C19-C20 C17-3,1002,0 180 PHE CT2| CA|CA |CA| 3,100 2
C18-C23-C22

C17-C18-C19-H25 C17+4,2002,0 180 PHE HP| CA | CA |CT2| 4,200 2
C18-C23-H29

C9-C10-C13- 0,2008,00 0 ILE X |CT1|CT3| X 0,200 3
H14/H15/H16  C9-C10-

C14-H17/H18/H19

C9-C10-C11-C12 C9-0,2008,00 0 ILE X [CT1|CT2| X 0,200 3
C10-C11-H9/H10

pngle diedre de 308 K®[n] 0 [fragment CORR. AD CORR. [K$ CORRRCORR]
02-C30-03-C31 3,850/ 2 [ 180 | Ethylacétate |OBLJ CL TOSLICTL2 3,850 2
02-C30-03-C31 0,965/ 1 | 180 | Ethylacétate |OBLj CL |OSL CTL2 0,965 1
C15-C30-03-C31 2,050 2| 180 | Ethylacétate X | CL |[OSL| X 2,050 2
03-C31-C32-H30/H31 0,1603| O Ethylacétate X |CTL2CTL3 X 0,160 3
C2-C1-N1-H11 2,500 2 | 180 [Liaison peptidique; H [NH1| C |CP1| 2,500 2
H11-N1-C1-O1 2,500 2 | 180 [Liaison peptidique; O | C [NH1| H 2,500 2
C2-C1-N1-C15 1,600 1| O [Liaison peptidique/CT1| C |[NH1|CT1| 1,600 1
C2-C1-N1-C15 2,500 2 | 180 [Liaison peptidique{CT1| C [NH1|CTI1| 2,500 2
C15-N1-C1-01 2,500 2 | 180 [Liaison peptidique[ O | C [NH1|CTIl| 2,500 2
C3-C2-N7-C6 ,1003 1 0 PRO CP3| N |[CP1|CP2| 0,100 3
C3-C2-N7-S8 ,800 3| 0 PRO CP2|CP1| N | C 0,800 3
H1-C2-N7-C6 ,1003 1 0 PRO HB|CP1| N [CP3| 0,100 3
H1-C2-N7-S8 , 8003 0 PRO HB|(CP1| N | C 0,800 3
C1-C2-N7-C6 0,1003| 0 PRO CP3| N [CP1| C 0,100 3
C1-C2-N7-S8 0,800 3| O PRO C| N |CPl| C 0,800 3
IN7-C2-C3-S4 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
IN7-C2-C3-H2/H3 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
C1-C2-C3-S4 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
C1-C2-C3-H2/H3 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
H1-C2-C3-54 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
H1-C2-C3-H2/H3 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
H4/H5-C5-C6-H6/H7 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
IN7-C6-C5-S4 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
H6/H7-C6-C5-S4 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
IN7-C6-C5-H4/H5 0,157/3| 0 CYCLOHEXANE X | CT |CT | X 0,157 3
C5-C6-N7-C2 0,1003| 0 PRO CP2|CP3| N |CPl| 0,100 3
H6/H7-C6-N7-C2 0,1003| 0 PRO HA|CP3| N |CP1| 0,100 3
(C5-C6-N7-S8 0,000 3 | 180 PRO CP2|CP3| N | C 0,000 3
H6/H7-C6-N7-S8 0,000 3 | 180 PRO HA|CP3| N | C 0,000 3
S8-C17-C22-C21 3,100 2 | 180 PHE CT2| CA| CA | CA | 3,100 2
S8-C17-C18-C19 3,100 2 | 180 PHE CT2| CA| CA|CA | 3,100 2
C19-C20-C21-C22 C20-3,100 2| 180 PHE CA|CA|CA|CA| 3,100 2
C21-C22-C17

C21-C20-C19-C18 C21-3,100 2 | 180 PHE CA|CA|CA|CA| 3,100 2
C22-C17-C18

C20-C19-C18-C17 C22-3,100 2 | 180 PHE CA|CA|CA|CA| 3,100 2
C17-C18-C19

C23-C20-C21-C22 3,100 2 | 180 Toluene CT3| CA|CA|CA| 3,100 2
C23-C20-C19-C18 3,100 2 | 180 Toluene CT3| CA|CA|CA| 3,100 2
H19-C19-C20-C21 #,200 2 | 180 PHE HP| CA |CA |CA | 4200 2
H21-C21-C22-C17

H21-C21-C20-C19 H22-

C22-C21-C20

H22-C22-C17-C18 #,200 2 | 180 PHE HP| CA |CA | CA | 4200 2
H19-C19-C18-C17 1,200 2 | 180 PHE HP| CA |CA | CA | 4200 2
H18-C18-C19-C20 H18-4,200 2 | 180 PHE HP| CA |CA | CA | 4200 2
C18-C17-C22

H19-C19-C20-C23 H21-4,200 2 | 180 Toluene HP| CA | CA |CT3| 4,200 2
C21-C20-C23

H20/H23/H25-C23-C20- 0,000 6| O Toluene X |CT3|CA| X 0,000 6
C19/C21

H22-C22-C17-S8 1,200 2 | 180 PHE HP| CA | CA |CT2| 4,200 2
H18-C18-C17-S8 1,200 2 | 180 PHE HP| CA | CA |CT2| 4,200 2
H21-C21-C22-H22 2,400 2 | 180 PHE HP| CA |CA | HP | 2400 2
H18-C18-C19-H19 2,400 2 | 180 PHE HP| CA |CA | HP | 2400 2
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TABLEAU A.7 — Parametres du champ de force CHARMM?22 définis pour les angles diedres de

8 et 308.
angle impropre | Ky | ¢o fragmentCORR. AT CORR. K4CORR. [ ¢oCORR.
C904C8CI10 120 | 0,000 | Liaison peptidique CXXO 120 0,000
C8 O3 N7 C9 120 | 0,000 | Liaison peptidique CXXO 120 0,000
c1o102cC2 120 | 0,000 | Liaison peptidique CXXO 120 0,000
N7 C2 C8 C6 4 0,000 ASN/GLN NH2 X X H 4 0,000
angle impropre [ Ky [ 7o fragmentCORR. AT CORR. | K4CORR. [ ¢gCORR.
C30CI50302 | 100 0 Ethylacétate OBL XX CL 100 0
C1 C2N1 0l 120 | -2,4 | Liaison peptidique O0XXC 120 0
N1 C1 C15H11 20 8,3 | Liaison peptidique | NHI1 X X H 20 0
N7 S8 C2 C6 0 -19,2 PRO N C CP1 CP3 0 0

FIGURE A.1 — Positions des chaines latérales des résidus de FKBP12 dans SC1 avant (gris) et
apres modifications (fushia). Les structures secondaires de FKBP12 (en bleu) ainsi que le ligand

8 (en doré) sont représentés afin d’observer les positions relatives des résidus dont les positions

des chaines latérales ont été modifiées.
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TABLEAU A.8 — Liste des liaisons hydrogenes formées entre des atomes du squelette de la pro-
téine FKBP12 avec les distances de contact mesurées sur les structures cristallographiques des
deux complexes. Deux lettres sont utilisées afin de définir la conservation de la liaison hydro-
gene pour les différents états : C et T correspondent a une liaison hydrogéne respectivement
conservée et transitoire. Ces descriptions correspondent a des fréquences de contact dans 1’état

complexé comprises respectivement dans les intervalles [66 ; 100] et [0 ; 66%].

SC1 SC2 ECI EC2
Liaison distance distance
Numéro hydrogene de angle de angle LD1 | SBD1 | LD2 | SBD2
de contact | O--"H_N | contact | O--H_N
I’ensemble A) @) A) ©)
LHSC
1 PGlyl-O- - -PSer77-H 1,99 175,8 1,97 167.4 C C C T
2 2GIn3-H- - - 'Thr75-0 2,01 146,4 1,99 163,8 C C C T
3 4GIn3-0O- - - 'Thr75-H 1,97 150,0 1,94 159,0 C C C T
4 ¢GluS-H- - - lLys73—O 1,92 159,2 1,98 154,2 C C C C
5 aGlu5-0- - - 'Lys73-H 1,73 160,6 1,75 174,0 C C C C
6 Te7-H- - - 'Arg71-0 1,76 159,2 1,76 157,3 C C C C
7 aSer8-H- - - 'Arg71-0 1,97 157,3 2,04 160,8 C C C T
8 “Ser8-0O- - - 1Arg71—H 1,86 170,7 2,01 162,2 C C C T
9 bAspl1-H- - - ¥Val68-O 2,07 132,3 1,85 156,5 C T C T
10 bThr14-O- - - ¥Val68-H 2,06 1424 2,12 143,6 T C T T
11 bLysl7—O~ --bGIn20-H 2,04 164,1 1,99 164,6 T T T T
12 bGly19-H- - - ‘Leu50-0 1,84 173,4 1,82 145,3 C C C C
13 bGIn20-0- - - ‘Leu50-H 2,00 153,6 2,05 166,9 C C C C
14 “Thr21-O- - - Glul07-H 1,84 164,1 1,98 161,3 C C C C
15 ¢Cys22-H- - - "Phe48-O 1,87 1532 1,79 170,7 C C C C
16 ¢Cys22-O- - - "Phe48-H 2,18 152,7 2,17 153,4 C C C C
17 “Val23-0- - - °Leul04-H 1,99 151,5 1,92 1459 C C C C
18 “Val23-H- - - °Lys105-O 2,06 151,8 2,02 163.4 C C C C
19 “Val24-H. - - "Phed6-O 1,97 169,4 1,85 167,7 C C C C
20 €Val24-O- - - "Phe46-H 1,89 156,4 1,94 156,2 C C C C
21 “His25-H: - - °Glu102-O 2,12 1474 2,25 153,2 C C C C
22 ¢His25-0- - - °Glul102-H 1,96 161,0 1,95 160,7 C C C C
23 “Tyr26-0- - -/¢Ser39-H 2,10 137,4 2,21 137,2 C C C T
24 “Thr27-H- - - °Asp100-O 1,98 149,0 2,10 149,1 C C C C
25 “Thr27-0- - - “Asp100-H 1,88 170,8 2,01 160,5 C C C C
26 ¢Gly28-0- - - “Phe36-H 1,89 160,3 1,82 162,8 C C C C
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SCl1 SC2 ECI EC2
Liaison distance distance
Numéro hydrogene de angle de angle LD1 | SBD1 | LD2 | SBD2
de contact | O-H N contact | O--H-N
I’ensemble A) ©) A) ©)
LHSC
27 Gly28-H- - - ¢Asp37-O 1,85 163,0 1,91 167,0 C C C T
28 “Met29-H- - - °Val98-O 1,78 169,9 1,74 157,7 C C C C
29 “Met29-O- - - °Val98-H 1,79 161,6 2,06 172,7 C C C C
30 Leu30-0- - - ?Gly33-H 1,97 164,9 1,96 158,9 C T C T
31 ‘Leu30-H- - - /Lys34-0 1,98 162,9 2,18 155,8 C C C C
32 ¢Ser38-0- - - /8 Asp41-H 2,71* 131,6 2,33 144,7 T T T T
33 f2Ser39-O- - -8 Argd2-H 2,33 122,5 2,11 157.1 T T T T
34 78 Arg40-0- - - $Asn43-H 2,22 140,3 2,26 158,2 T T T T
35 "Met49-0- - - ILys52-H 2,38 165,8 2,09 166,8 T T T T
36 Me56-0- - -/ Trp59-H 2,10 135,7 2,25 126,7 C C C C
37 T1e56-0- - -/Glu60-H 2,38 154,2 2,13 163,8 C C c c
38 JArg57-0- - -iGlu61-H 2,18 162,9 2,01 162,3 C C C C
39 IGly58-0- - -iGly62-H 2,07 132,7 1,94 149,8 T C T C
40 IGly58-H- - - "Tyr80-0 1,95 153, 1,94 153,7 C C C C
41 JTrp59-0- - -/Val63-H 1,85 159,7 1,91 162,0 C C C C
42 IGly62-0O- - - kGIn65-H 2,14 146,0 2,35 149.4 T T T T
43 7Val63-0- - - ¥Met66-H 1,92 160,9 2,03 163,7 C C C T
44 kSer67-0- - - GIn70-H 2,12 153,3 2,01 152,9 C C C T
45 kGly69-H- - - °Leul03-0 1,93 159,0 1,83 161,6 C C C C
46 kGIn70-0- - - °Leul03-H 1,88 156,0 1,95 148,0 C C C T
47 !Ala72-H- - - °Val1l01-O 1,90 165,7 1,88 157,6 C C C C
48 !Ala72-0- - - °Val101-H 1,90 174,1 1,79 169,7 C C C C
49 Leu74-H- - - °Phe99-0 1,86 159,4 1,81 161,3 C C C C
50 !Leu74-0- - - °Phe99-H 1,97 163,2 1,97 162.8 C C C C
51 Me76-H- - - °Leu97-0 1,94 162,2 1,80 161,9 C C C C
52 Me76-0- - - °Leud7-H 2,04 154,6 2,00 154,8 C C T C
53 PSer77-0- - - "Tyr80-H 1,90 152, 2,04 148,0 C C C C
54 "Pro78-0- - - P Ala81-H 2,01 154,6 1,96 152,7 C T T T
55 "Pro78-0- - - "Gly83-H 1,93 1444 1,79 154,4 C T T T
56 "Tyr82-0- - - "Gly86-H 2,00 158,8 1,95 151,8 T T T T
57 "Gly83-0- - - "His94-H 1,84 159,2 2,01 150,5 C C C C
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ANNEXES

SC1 SC2 EC1 EC2
Liaison distance distance
Numéro hydrogene de angle de angle LD1 | SBD1 | LD2 | SBD2
de contact | O-~H—N | contact | O--H— N
I’ensemble A) ©) @A) ©)
LHSC
58 "His87-0- - - "11e90-H 1,90 148,1 2,22 157,0
59 "His87-H- - - "1le91-0 2,08 1454 1,97 145,0
60 "His87-0O- - - "le91-H 2,06 159,0 2,04 169,9

. Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie du brin 51
Ce résidu a été désigné comme faisant partie de la boucle 10

Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie du brin 54
Ce résidu a été désigné comme faisant partie de la boucle 30

Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie du brin 35

. Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie de 1’hélice hl
Ce résidu a été désigné comme faisant partie de la boucle 40

S0 T R0 TR

Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie du brin 56
Ce résidu a été désigné comme faisant partie de la boucle 50

~.

. Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie de I’hélice o
. Ce résidu a été désigné comme faisant partie de la boucle 60

Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie du brin (52
Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie de I’hélice h2
. Ce résidu a été désigné comme faisant partie de la boucle 80

S 3 F ~ ™

. Ce résidu a été assigné par DSSP comme faisant partie du brin 53
Ce résidu n’a pas été assigné par DSSP, ni désigné dans cette étude ou une autre comme faisant partie d’une

=

structure secondaire
*La distance de contact ne correspond pas au critere choisi pour définir une liaison hydrogene (valeur dépassant

2.4 A).
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Résumé

FKBP12 est une protéine ubiquitaire, principalement cytosolique, qui est au carrefour de plusieurs voies signa-
Iétiques. Son abondance naturelle dans les tissus nerveux peut étre reliée a son implication dans les maladies neu-
rodégénératives telles que les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson ainsi que dans les neuropathies périphériques
et diabétiques ou dans des blessures des cordons spinaux. De nombreuses études ont montré que des molécules
exogenes (ligands) venant se fixer sur cette protéine permettent la régénération d’un grand nombre de connexions
neuronales endommagées. Une difficulté provient cependant du fait que, pour un ligand donné, il n’existe aucune
relation claire entre sa structure et sa capacité de liaison a FKBP12. Notre étude vise ainsi a rationaliser la relation
entre la structure d’un ligand et son affinité pour cette protéine. Deux complexes modeles, formés entre FKBP12 et
chacun des deux ligands 8 et 308, ont été utilisés. Ces deux ligands de haute affinité ont des structures différentes.
Notre travail s’est appuyé sur des simulations de dynamique moléculaire pour caractériser I’état intermédiaire qui
est formé transitoirement lors du processus de complexation entre la protéine et son ligand. Dans cet état particu-
lier, I’identification des interactions naissantes entre les partenaires a permis (i) de comprendre I’implication des
différentes parties du ligand dans le mécanisme de reconnaissance avec FKBP12 et (i) de rationaliser les affinités

de certains ligands apparentés.

Mots-clés

FKBP12, état intermédiaire de complexation, reconnaissance moléculaire, interactions protéine-ligand, simu-
lations de dynamique moléculaire, ligand de haute affinité, paramétrisation d’un champ de force, calculs Hartree-

Fock

Abstract

FKBP12 is an ubiquitous, mostly cytosolic, protein found at the crossroads of several signaling pathways. Its
natural abundance in the nervous tissues can be related to its implication in neurodegenerative diseases like Alzhei-
mer’s and Parkinson’s as well as in peripheral neuropathies and diabetes or in injuries of the spinal cords. Several
studies have demonstrated that exogenous molecules (ligands) that can bind to FKBP12 allow the regeneration of
many damaged neuron connections. However, there is no clear relationship between the structure of a ligand and
its ability to bind to FKBP12. Our study aims at rationalizing the relationship between the structure of a ligand and
its affinity to FKBP12. Two model complexes, formed between FKBP12 and each of the two high-affinity ligands
8 and 308, were studied. These two ligands are structurally different. We used molecular dynamics simulations to
characterize the intermediate state that is transiently formed during the binding process between the protein and its
ligand. In this state, the analysis of the nascent interactions allowed (i) to unravel the role played by the various

ligand moieties in the recognition process with FKBP12 and (ii) to rationalize the affinities of related ligands.

Keywords

FKBP12, binding intermediate state, molecular recognition, protein-ligand interactions, molecular dynamics

simulations, high-affinity ligand, force field parameterization, Hartree-Fock calculations
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