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CHAPITRE 1. RECEPTEUR X AUX RETINOIDES 2
1.1 Introduction

La vitamine A et ses dérivés, nommés rétinoides, sont des hormones non stéroidiennes jouant un role
crucial dans le développement et I’homéostasie dans tous les tissus des vertébrés en agissant sur la diffé-
renciation cellulaire, la prolifération et 1’apoptose [Ross et al., 2000] [Altucci and Gronemeyer, 2001]. Ce
signal est transduit par deux familles de récepteurs nucléaires (NR), le récepteur a 1’acide rétinoide (RAR)
et le récepteur X aux rétinoides (RXR). Le RXR occupe une place centrale au sein de la superfamille des
récepteurs nucléaires en étant le partenaire d’hétérodimérisation de nombreux NR, ainsi qu’en formant des
homodimeres. Il est le partenaire de la classe II des récepteurs nucléaires [Brelivet et al., 2004], composée
du récepteur a I’acide rétinoique (RAR-a, j3 et ), du récepteur des hormones thyroidiennes (TR-« et )
et du récepteur a la vitamine D (VDR) ainsi que d’autres récepteurs nucléaires « orphelins adoptés » dont
le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR-«, 3/0 et «y) activé par les lipides, le ré-
cepteur X du foie (LXR-a et 3) activé par des oxystérols et impliqué dans le métabolisme du cholestérol
et des lipides, le récepteur X aux farnésoides (FXR) liant I’acide biliaire et le récepteur X aux prégnanes
(PXR) impliqué dans la détoxification cellulaire (xénobiotique).

De fait, RXR est un facteur essentiel dans plusieurs processus biologiques et par conséquent joue un
role prépondérant dans de nombreuses maladies et cancers [Lefebvre et al., 2010] [Gilardi and Desvergne,
2014]. 11 existe trois isotypes de RXR, RXRa (NR2B1), RXRS (NR2B2) et RXR~y (NR2B3), qui sont
exprimés différemment selon le tissu, sachant que RXRa est I’isotype prédominant [Germain et al., 2006].
Le premier membre du groupe des RXR a été indépendamment identifié par les laboratoires de Keiko Ozato
et Ron Evans. Il a été appelé dans un premier temps, H-2RIIBP pour H2 region Il binding protein car se
liant a un élément régulateur aux genes de classe I du complexe histocompatibilité chez la souris [Hamada
et al., 1989]. Le nom de RXR sera utilisé par la suite du fait qu’il était considéré comme orphelin et qu’il
ne répondait spécifiquement qu’aux acides rétinoiques [Mangelsdorf et al., 1990]. Le clone initialement
découvert par le laboratoire de Ron Evans sera appelé RXRq, ainsi que RXRS correspondant a H-2RIIBP,
I’homologue chez la souris. Plus tard, un troisiéme gene sera trouvé chez le poulet ainsi que chez les
mammiferes et nommé RXR~y [Rowe et al., 1991]. RXR est exprimé dans chaque tissu du corps, RXRa est
principalement exprimé dans le foie, les poumons, les muscles, les reins, I’épiderme, I’intestin et la peau,
RXRg est exprimé de facon ubiquitaire tout comme RXRa, tandis que RXR+y est trouvé dans le cerveau,
les muscles squelettiques et cardiaques [Germain et al., 2006]. La déficience en RXRa ou RXRf est 1éthale
au stade de I’embryon, tandis que 1’inactivation du géne de RXR+y ne semble pas d’avoir d’effet chez la

souris. Parmi I’isotype RXRa, il existe plusieurs isoformes générés par épissage alternatif, dont la forme
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dominante RXRal, qui encode une protéine de 52 kDa. Deux autres isoformes, RXRa2 et RXRa3 avec
28 et 97 acides aminés absents dans le domaine N-terminal ont été identifiés dans les gonades méles de

souris [Brocard et al., 1996].

1.2 Organisation structurale et fonctionnelle

Comme la majorité des récepteurs nucléaires, RXR est composé de 5 domaines fonctionnels et structu-
raux bien distincts, en excluant le domaine F non présent chez RXR (Figure 1.1 et 1.2). Le premier domaine
nommé A/B ou domaine N-terminal (NTD), contient la fonction activatrice indépendante du ligand (AF-
1), sur lequel d’autres facteurs de transcription vont se lier, puis le domaine C ou domaine de liaison a
I’ADN (DBD), chargé de reconnaitre les éléments de réponse aux hormones spécifiques sur I’ADN, suivi
de la région charniere ou domaine D. Finalement, apres la région charniére, vient le domaine E qui est le
domaine de liaison au ligand (LBD). Ce dernier contient la fonction activatrice dépendante au ligand (AF-

2) sur lequel vont se lier des protéines CoActivatrices (CoA) ou CoRépressives (CoR), régulant I’activité

transcriptionnelle.
Domaine de Domaine de
Liaison a Liaison au
I’ADN ligand
1 130 210 225 462
N —[ A/B C D E C
T ?
I I
AF-1 AF-2

FIGURE 1.1 — Dessin schématique du récepteur nucléaire RXRa. Ce récepteur nucléaire est composé d’un
domaine A/B contenant la fonction activatrice AF-1, d’un domaine C qui est le domaine de liaison a
I’ADN (DBD), d’un domaine D qui sert de région charniere, et du domaine E qui est le domaine de liaison
au ligand (LBD). Les domaines C et E contiennent les interfaces de dimérisation. La fonction activatrice
indépendante d’un ligand (AF-1) est localisée dans le domaine A/B, quant a la fonction AF-2 dépendante

d’un ligand elle est localisée dans la partie C-terminale du LBD.
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VDR RXR-alpha

Domaine de liaison
au ligand
(dimérisation)

Domaine de liaison
al’ADN
(dimérisation)

FIGURE 1.2 — Architecture tridimensionnelle suggérée par les études en solution de I’hétérodimeére RXRa-
VDR i€ & un élément de réponse aux hormones (HRE) canonique VDRE [Orlov et al., 2012] [Rochel et al.,
2011]. Adapté de [Orlov et al., 2012].

1.2.1 Domaine N-terminal

Le NTD des récepteurs nucléaires varie considérablement en termes de taille et de séquence. Ce do-
maine est le moins conservé de tous au sein de cette superfamille. De plus, il a é&té montré que la majorité
des isoformes connues different essentiellement au niveau de ce domaine [Lavery and Mcewan, 2005]. Le
domaine NTD possede une fonction AF-1, qui module la transcription des genes cibles selon le contexte
cellulaire et de maniére dépendante du promoteur [Kumar and McEwan, 2012]. Le NTD est aussi sujet a
des modifications post-traductionnelles, telles que I’ubiquitination, la phosphorylation, la sumoylation ou
I’acétylation, régulant I’activité transcriptionnelle du récepteur [Boudjelal et al., 2000] [Choi et al., 2006]
[Rochette-Egly, 2003] [Zhao et al., 2007]. Le NTD du RXRa possede 130 acides aminés est caractérisé par
une large proportion de résidus Gly et Pro, habituellement trouvés au sein des protéines intrinsequement

désordonnées. Les études d’échange Hydrogene/Deutérium (HDX) ont montré que le NTD de RXR« était
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trés accessible au solvant [Zhang et al., 2011c]. Ce domaine n’est pas observable au sein des structures
cristallographiques des complexes hétérodimériques [Rastinejad et al., 1995] [Lou et al., 2014] [Chandra
et al., 2008]. Des études complémentaires du domaine en solution, par SAXS et RMN [Belorusova et al.,
2016], ont montré qu’il était principalement désordonné et restait flexible méme apres liaison a I’ADN,
contrairement au NTD des récepteurs aux stéroides qui adoptent un état globulaire préfondu (premolten

globule state).

1.2.2 Domaine de liaison a ’ADN

Le DBD est trés conservé au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires, avec une identité de
séquence entre 88 et 95 % entre les trois isoformes de RXR. L’architecture générale du DBD est identique
a celle des DBD d’autres récepteurs nucléaires tels que le récepteur aux glucocorticoides (GR), le récep-
teur a la progestérone (PR), le récepteur aux androgenes (AR) ou le récepteur a I’oestradiol (ER), avec 2
hélices a orientées perpendiculairement. Cependant, contrairement a ces derniers qui se lient aux éléments
de réponse aux hormones (HRE) sous forme d’homodimere de type Répétition Inverse (IR) composé de
deux demi-sites séparés par trois paires de bases (IR3) [Beato, 1991], les récepteurs non stéroidiens se lient
préférentiellement a des HRE de type Répétition Directe (DR) ou I’espacement entre les deux demi-sites
est important et dont la séquence consensus est 5"-(G/T)TCA-N,,-PuG(G/T)TCA-3"[Koenig et al., 1987]
[Niddr et al., 1991] [Umesono et al., 1991]. En plus de la reconnaissance de HRE, le DBD est impliqué dans
la dimérisation avec d’autres membres des récepteurs nucléaires. Ainsi plusieurs régions ont été caractéri-
sées au sein du DBD de RXR, leur fonction est liée a (1) la reconnaissance spécifique du HRE et (2) a la
dimérisation avec le partenaire, aussi au niveau du LBD (Figure 1.3).

La premicere structure du DBD de RXR a été déterminée par RMN [Lee et al., 1993] [Holmbeck et al.,
1998]. Ce domaine est composé de deux doigts de zinc, qui interagissent chacun avec un ion Zn (II) par
le biais de 4 cystéines. Les motifs de ces deux doigts de zinc sont Cys-Ng-Cys-N13-Cys-N2-Cys et Cys-
N5-Cys-Ng-Cys-Na-Cys. L’hélice I de reconnaissance, résidus Cys152 a Arg 164, interagit avec le sillon
majeur de I’ADN. Les résidus 187 a 190 du doigt de zinc II ainsi que les résidus 191 a 198 constituent
I’hélice II, suivie par la boite T. Dans le cas de I’homodimere RXR sur un HRE de type DRI, la boite T
du RXR en 3’ interagit avec le doigt de zinc II du RXR en 5’°, fournissant une interface de dimérisation
entre les DBD. Les interactions sont médiées par les résidus GIn183 et Arg186, du doigt de zinc II avec le
résidu Glu208 de la boite T. La région contenant la boite T peut étre soit sous forme désordonnée soit sous

forme hélice «, suivant si le DBD est en complexe avec I’ADN ou non. Lorsque le DBD est en solution, la
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boite T forme une 3e hélice du fait de I’interaction entre Glu208 et les résidus Lys160 et Argl164, masquant
I’hélice I de reconnaissance. Ce qui n’est pas le cas lorsque le DBD est lié a I’ADN [Zhao et al., 2000]. La
région du DBD, contenant les résidus 200 a 204, est nécessaire pour la liaison a I’ADN et de méme pour
la formation de I’homodimere RXR, a partir du résidu 204 [Lee et al., 1993] et la formation de complexes

hétérodimériques [Rastinejad et al., 1995] [Wilson et al., 1992].

Doigt de zinc | Doigt de zinc Il
K
G H
S Y R
S G K Q
R V D R
D Y I N
G S L R
C C
I KD
@) Von @
A DR T-box
130 C c ¢ ______ 212
FTKHI KDLTYT GM, !
Hélice | de Hélice Il Hélice Ill

reconnaissance

FIGURE 1.3 — Structure du DBD de RXRa montrant les deux doigts de zinc I et II, étant chacun stabilisé
par un ion Zinc (II), et avec 4 cystéines (I : C135, C138, C152 et C155 et I : C171, C177, C187 et C190).
L’hélice 1 de reconnaissance a I’ADN, résidus C152 a R164, et ’hélice II, résidus C187 a M198, sont
montrées en bleu. La séquence de la boite T, résidus K201 a K209, contenu dans 1’hélice 11, résidus K201

a G212, en bleu, est encadrée.

En plus de pouvoir former un homodimere sur des HRE de type DR1, RXR peut aussi former des
complexes hétérodimériques. Dans le cas d’un hétérodimere, RXR se lie avec une polarité inversée sur
un HRE de type DRI, c’est-a-dire du c6té 3° du HRE [Rastinejad et al., 2000] [Chandra et al., 2008]
[Kurokawa et al., 1994]. Ceci est dii au fait que RXR a une plus forte affinité sur le demi-site en 3’ de type
DR1 [Osz et al., 2015]. Cependant dans le cas ol I’espacement entre les deux demi-sites est supérieur a 1,

RXR va se placer préférentiellement du c6té 5° du HRE. Par exemple, le HRE optimal pour le complexe
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RXR-VDR est de type DR3, pour RXR-TR de type DR4 et RXR-RAR de type DR2 ou DRS5 [Perlmann
et al., 1993] [Umesono et al., 1991]. De méme, la boite T est importante pour I’interaction entre les DBD
des partenaires au sein d’un complexe hétérodimérique, son rdle a été confirmé par la résolution de la
structure du complexe RXR-TR lié a I’élément de réponse de type DR4, ou c’est la boite T du partenaire
TR qui interagit avec le doigt de zinc II de RXR, de méme qu’elle confirme le role discriminatoire du

nombre de nucléotides espaceurs dans les DR [Rastinejad et al., 1995] [Zechel et al., 1994] (Figure 1.4).

5- AGGTCA N AGGTCA - 3 5- AGGTCA NNNN AGGTCA - 3
5- TCCAGT N TCCAGT - & 5- TCCAGT NNNN TCCAGT -3

FIGURE 1.4 — Domaines de liaison 2 I’ADN (DBD) des récepteurs nucléaires. A gauche, I’homodimére
RXR-RXR sur un élément de réponse aux hormones (HRE) idéal de type DR1 (PDB id : 1BY4) [Zhao
et al., 2000]. Et a droite, le complexe hétérodimérique RXR-TR sur un HRE idéal de type DR4 (PDB id :
2NLL) [Rastinejad et al., 1995]. Les demi-sites sont représentés en bleu, tandis que les paires de bases
entre les deux demi-sites sont en rouge. Les ions Zinc (II) sont représentés par des spheres et les séquences

des HRE sont représentées en dessous.

Contrairement a d’autres récepteurs nucléaires, la séquence de localisation nucléaire (NLS) de RXR«
est située dans le DBD et non la région charniere, entre le DBD et le LBD. La NLS est située entre les deux

doigts de zinc, entre les résidus 160 et 165, dont la séquence est KRTVRK [Priifer and Barsony, 2002].
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1.2.3 Région charniere

La région charniere entre le DBD et le LBD est composée d’environ 20 résidus, selon ou on positionne
le C-terminal du DBD, résidus 200 ou 209. Cette région est trés flexible et permet au RXR de se lier a
plusieurs HRE selon le partenaire hétérodimérique. Ceci permet, par exemple, au LBD de RXRa de se
placer a I'opposé sur I’ADN afin que le LBD de PPAR~ ait suffisamment d’espace pour se positionner
entre le DBD et le LBD de RXR« [Chandra et al., 2008].

1.2.4 Domaine de liaison au ligand

De tous les domaines du RXR, le LBD a été celui le plus étudié. Il a été étudié soit seul, 1ié a des
ligands de natures diverses, dimérisé avec d’autres récepteurs nucléaires et avec des peptides coactivateurs
(CoA) ou corépresseurs (CoR). La structure du LBD, qui est conservée parmi la superfamille des récepteurs
nucléaires, est composée de 12 hélices « et un petit feuillet 3, entre les hélices HS et H6. Ces hélices «
sont arrangées en sandwich d’hélices « anti paralleles. Les hélices H4, H5, H8, H9 et H11 sont entre deux
couches composées de H1 et H3 d’un c6té et H6, H7, H10 de I’autre. Ce domaine fonctionnel du RXR
inclut une surface d’interaction pour les CoA/CoR, une surface de dimérisation avec les autres récepteurs
nucléaires et enfin une poche de liaison au ligand.

La structure du LBD de RXRa en conformation inactive, c’est-a-dire en absence de ligand, fut la pre-
miere structure d’un LBD de récepteur nucléaire €tre déterminé par cristallographie aux rayons X [Bourguet
et al., 1995]. La comparaison de la structure inactive du LBD de RXRa avec le LBD de RAR~ en confor-
mation active en complexe avec AtRA [Renaud et al., 1995], et par la suite avec la conformation active du
LBD de RXRa en complexe avec 9cRA [Egea et al., 2000], suggere un mécanisme commun d’activation
est activé et décrit selon le modele nommé « pieége a souris » (mouse trap) (Figure 1.5).

D’apres les structures cristallographiques, les 12 hélices o sont présentes lorsqu’il n’y a pas de li-
gand. Cependant, la présence d’un ligand agoniste va entrainer le repositionnement de I’hélice H11 dans
la continuité de I’hélice H10, permettant ainsi a H12 de libérer la boucle €2, entre H1 et H3, entrainant
le déroulement de 1’hélice H2 et provoquant la courbure de la partie N-terminale de H3. Dans la position
finale, I’hélice H12 vient sceller la poche de liaison aux ligands et stabilisant davantage le ligand en contri-
buant a I’environnement hydrophobe (Figure 1.6). De plus, la nouvelle position de H12 va aussi exposer
certains résidus, Phe450, Glu453 et Glu456, impliqués dans I’interaction avec les CoA. Ainsi I’'implication
de I’hélice H12 est critique pour la transactivation et le recrutement des CoA en formant une surface d’in-

teraction permettant au CoA possédant un motif NR-box LxxLL de lier le LBD [Gronemeyer and Laudet,
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1995] [Chambon, 1996]. Une fois le CoA lié, celui-ci va recruter d’autres protéines régulatrices, dont le

complexe de transcription, connectant le HRE au site d’initiation de la transcription.

N

FIGURE 1.5 — Dessin schématique du domaine de liaison au ligand (LBD), adapté de [Wurtz et al., 1996].
Sur la gauche, la structure cristallographique du LBD de RXRa en conformation inactive et sur la droite,
le LBD de RAR~ en conformation active en complexe avec AtRA [Wurtz et al., 1996]. Ces deux structures
cristallographiques sont a I’origine de I’élaboration du mécanisme d’activation de la fonction AF-2. Les
hélices o sont représentées par des cylindres numérotés de 1 a 12. La principale différence se situant au

niveau de la partie C-terminale avec H12, responsable de la fonction AF-2.
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FIGURE 1.6 — Localisation de la surface d’interaction pour les protéines coactivatrices (CoA), composée
de H3, H4 et H12, au sein du LBD de RXRa. Apres liaison du ligand agoniste, I’acide rétinoique 9-cis,
H12 se repositionne dans une conformation active, d’apres le modele de « piege a souris », permettant la
création d’une surface d’interaction spécifique pour les CoA. Cette surface est reconnue par le motif LxxLL
contenu dans le peptide CoA. Lys284 (H3) et Glu453 (H12) interagissent avec le peptide CoA en formant

une pince chargée.

La poche de liaisons aux ligands (LBP) de RXR est bordée par des résidus principalement hydrophobes.
Dans certains récepteurs nucléaires, tels que PPAR, LXR, PXR, la LBP est relativement large et n’est pas
totalement occupée par les ligands connus. Dans le cas des récepteurs nucléaires ayant des ligands de plus
forte affinité, comme RXR, ceux-ci entretiennent une relation plus étroite avec le récepteur. La LBP est
beaucoup plus petite, entre 400 et 500 A3. Ainsi les ligands qui se lient 2 RXR doivent s’adapter au volume
disponible de la poche par torsion des liaisons simples. C’est le cas par exemple de I’acide rétinoique 9-cis,
occupant pratiquement tout le volume de la cavité, et dont une torsion est visible au niveau des carbones
C8-C9. Ce qui a pour conséquence d’orienter le groupement beta-ionone perpendiculairement a la partie
C9-C15. La poche hydrophobe du ligand est formée par les hélices H3, HS, H7, H11 ainsi que le feuillet 3

et I’hélice H12 (Figure 1.7). De nombreux résidus interagissent directement avec le ligand par des contacts
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de van der Waals et par un réseau de liaisons hydrogene et ioniques impliquant leur partie carboxyle et une
arginine conservée dans H5 (Arg316) et le squelette peptidique au niveau du feuillet 5 (Ala327) [Klaholz

et al., 1998]. Tous les résidus au sein de la LBP sont conservés dans les trois isoformes «, 5 et v de RXR.

FIGURE 1.7 — Localisation de la poche de liaison au ligand (LBP) au sein du LBD de RXRa. La LBP
est composée des éléments structuraux H3, HS, le feuillet 5, H6, H7, H11 et H12. Lacide rétinoique 9-
cis (9cRA) interagit principalement avec les résidus Ala271, Ala272 et GIln275 (H3), Trp305, Leu309 et
Phe313 (HS), Leu326 (feuillet ), Val342 (H6) et Cys432, His435 et Leu346 (H11) par contacts hydro-
phobes et avec Arg316 (HS) et Ala327 (feuillet 3) par liaisons hydrogéne. Cependant, bien que H12 soit

un élément essentiel de la LBP, celle-ci n’interagit pas directement avec 9cRA.

L’hélice H10 ainsi que H7, H9 et la boucle H8/H9, dans une moindre mesure, forment I’interface de
dimérisation entre les deux monomeres (Figure 1.8). Bien que I’hétérodimérisation au niveau du DBD soit
nécessaire pour interagir avec le HRE, le LBD de RXR joue aussi un réle important dans la formation du
complexe hétérodimérique au niveau du motif heptad LLLRLPA (résidus 418-424) situé dans I’hélice H10.
La mutation de ce motif va affecter leur formation [Au-Fliegner et al., 1993]. De méme que pour la LBP,

les résidus situés dans 1’interface de dimérisation sont conservés entre les différents isoformes de RXR.
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H9

boucle H8/H9

Monomeére 1 Monomeére 2

FIGURE 1.8 — Localisation de I’interface de dimérisation au sein de ’homodimere RXRa. L’interface de
dimérisation est composée de H7, H9, H10 ainsi que la boucle H8/H9. L’interface entre les monomeres 1 et

2 est un ensemble riche en résidus interagissant par contacts hydrophobes et interactions électrostatiques.

1.3 Partenaires hétérodimériques

Une des caractéristiques des récepteurs hétérodimériques est qu’ils peuvent potentiellement €tre acti-
vés, soit par le ligand du RXR ou par celui de son partenaire. On peut ainsi distinguer deux catégories
de partenaires hétérodimériques de RXR : les partenaires non permissifs, comme VDR, RAR et TR ou
bien les partenaires permissifs, tels que FXR, LXR et PPAR [Forman et al., 1995] [Kurokawa et al., 1993]
(Figure 1.9). A cela une troisieme catégorie peut étre ajoutée dans laquelle le complexe hétérodimérique
RXR-RAR est activé sous conditions par un ligand agoniste de RXR. Normalement, dans un complexe

non permissif, ’activité de RXR reste silencieuse. Ainsi dans ce contexte, seul le ligand du partenaire peut
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activer le récepteur hétérodimérique et induire une activité transcriptionnelle. Dans une telle situation, 1’in-
teraction avec le CoR ne peut étre interrompue que lorsque le partenaire du RXR est en complexe avec
un ligand agoniste [Lammi et al., 2008]. Concernant, les partenaires permissifs, la présence de ’'un des
deux agonistes, ou des deux, va induire la transcription. La présence des deux agonistes se traduira par une
réponse synergique [Leblanc and Stunnenberg, 1995]. De mé&€me que les partenaires non permissifs, le CoR

sera relaché apres liaison d’un ligand agoniste [Lammi et al., 2008] (Figure 1.9).

A CoA CoA CoA
Hélice 12 > D <) .
NR RXR NR RXR Transcription NR RXR Transcription
NR: PPAR, LXR, FXR
B ” CoA CoA
o' o L
RXRNR Trz;x(nscription RXRNR Transcription RXRNR Transcription
—N ., _&H——), S5,
NR: RAR
C CoA
@
RXR o
NR  Transcription RXRNR  Transcription
> ) - >
—ii ey ey
NR: VDR, TR ® Agoniste

FIGURE 1.9 — Complexes hétérodimériques (A) permissifs, (B) conditionnels et (C) non-permissifs. Dans
les complexes non-permissifs, tels que RXR-TR, seule la présence d’un ligand agoniste du TR va permettre
d’activer le complexe et également permettre la liaison du ligand et dans le cas de RXR-RAR, sous certaines
conditions, le complexe peut étre activé par ’'un ou par I’autre. La présence des deux ligands va activer le
complexe de maniere synergique. Dans le cas des complexes permissifs, tel que PPAR-RXR, le complexe

peut étre activé par un agoniste de RXR ou de PPAR. Adapté de [ Yamada and Kakuta, 2014].

Les complexes hétérodimériques permissifs, tels que RXR-PPAR, sont activés aussi bien par un ago-
niste du RXR que par un agoniste du partenaire. Dans ces complexes, les agonistes de RXR peuvent mon-
trer une activité pharmacologique qui reflete le role du partenaire, par exemple la sensibilité a 1’insuline
de PPAR", qui est la cible de molécules a action antidiabétique [Lehmann et al., 1995] [Mukherjee et al.,

1997]. De méme pour le complexe RXR-LXR activé par les oxystéroles et impliqué dans 1’homéostasie
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du glucose, du cholestérol et des acides gras [Lehmann et al., 1997]. Ainsi les ligands agonistes de RXR
peuvent étre utilisés pour viser plusieurs cibles thérapeutiques [Altucci et al., 2007] [Desvergne, 2007].

En contraste, les partenaires non permissifs, tels que TR, VDR et RAR, fonctionnent principalement
comme des récepteurs aux hormones et ont des ligands endocrines sous contrdle plus restreint. Ainsi en
mettant sous silence I’activité de RXR, I’activité transcriptionnelle est directement proportionnelle a la
concentration en hormones dans le corps [Shulman and Mangelsdorf, 2005]. Le mécanisme de synergie
avec RAR et le role de subordination des ligands de RXR dans le complexe RXR-RAR est un exemple
bien connu [Germain et al., 2002]. Lorsque RAR ne lie pas de ligand dans le complexe RXR-RAR, RXR
peut lier des ligands de maniere indépendante et générer une surface d’activation pour recruter des CoA
[Széles et al., 2010]. Cependant dans un environnement cellulaire « normal », il ne peut y avoir dissociation
du CoR et de fait le CoA ne peut étre recruté, car la liaison au complexe hétérodimérique est mutuel-
lement exclusive. Sachant que chaque sous-unité peut lier indépendamment un ligand, ceux-ci peuvent
agir en synergie lorsqu’un CoA interagit avec les deux sous-unités en possédant deux motifs LXXLL. La
subordination de RXR est due a I’inhabilité des ligands agonistes a induire la liaison d’'un CoA dans un
environnement cellulaire « normal » en absence de ligands agonistes 8 RAR. Un ligand agoniste de RXR ne
peut activer le complexe RXR-RAR que lorsque le CoR interagit faiblement avec RAR ou que la concen-
tration en CoA est nettement supérieure a celle du CoR. Dans le cas contraire, les agonistes inverses vont
renforcer I’interaction du CoR avec RAR et vont totalement empécher 1’activation du complexe RXR-RAR
par les ligands agonistes de RXR, alors que les antagonistes vont empécher 1’interaction avec soit les CoA
ou bien les CoR [Germain et al., 2002].

Dans la plupart des cas, le partenaire hétérodimérique de RXR ne montre aucune préférence significa-
tive pour un des trois isoformes, ils sont tous les trois interchangeables comme partenaire hétérodimérique
et comme récepteur pour 9cRA [Mangelsdorf et al., 1992]. Une exception est le complexe RXR-VDR 1lié
au promoteur du géne codant la 24-hydrolase chez le rat, avec une préférence pour RXRa ou RXR~ plutdt

que RXR/ [Kephart et al., 1996].

1.4 Ligands

RXR fut considéré comme orphelin a ses débuts, du fait de 1’absence de ligand endogeéne connu, 1’acide
rétinoique 9-cis (9cRA) fut le premier ligand agoniste a €tre identifié [Heyman et al., 1992], mais son

statut en tant que ligand agoniste endogene reste controversé [Wolf, 2006] [Calléja et al., 2006]. D’ autres
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ligands agonistes endogenes, tel que 1’acide docosahexaénoique (DHA :2) ont été reportés [Egea et al.,
2002]. L’acide phyténique [Kitareewan et al., 1996], I’acide phytanique [Lemotte et al., 1996], I’acide
méthoprénique [Harmon et al., 1995], honokiol [Kotani et al., 2010] et le danthron [Zhang et al., 2011b]
sont d’autres ligands naturels se liant a RXR (Figure 1.10). Le fait que RXR lie toute une série de ligands
de type acide gras suggere fortement que RXR est impliqué dans la régulation des lipides a travers un
mécanisme de rétrocontrdle en s’associant a d’autres NR, tels que PPAR et FXR. Ces composés chimiques

apparentés a la vitamine A et se liant exclusivement 2 RXR et non 2 RAR sont-ce qu’on appelle des

réxinoides.
Me._ _Me Me
R
= e —"Me
CO,H
Me”™
CO,H
1. acide rétinoique 9-cis 2. Acide docosahexaénoique
Me Me Me Me Me Me
Me Me!
Me”™ X Me
CO,H CO,H
3. Acide pythénique 4. Acide pythanique
MeO Me Me
Me OH O OH
o~ OH
, o OO0
N T
CO,H OH o]
5. Acide méthoprénique 6. Honokiol 7.Danthron

FIGURE 1.10 — Structures chimiques de quelques ligands naturels de RXR. Adapté de [ Yamada and Kakuta,
2014].

Ainsi un certain nombre de ligands synthétiques ont été développés ayant des activités agonistes ou
antagonistes. Ils présentent divers effets physiologiques qui dépendent de la nature du partenaire dimé-
rique. Par exemple, LGD1069 ou le bexarotene (Targretin (©)) (Figure 1.11), un ligand agoniste, est utilisé

pour traiter les lymphomes cutanés des cellules T [Boehm et al., 1995]. Son utilisation semble également
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prometteuse dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer, bien que le mécanisme sous-jacent ne soit pas
encore clairement établi [Cramer et al., 2012] [Tesseur and De Strooper, 2013] [Pierrot et al., 2015] [Cum-
mings et al., 2016]. L’acide rétinoique acyclique (Figure 1.11), un ligand agoniste utilisé pour bloquer la
carcinogenese hépatocellulaire [Matsushima-Nishiwaki et al., 2003] [Shimizu et al., 2009]. Dans les cel-
lules de type carcinome hépatocellulaire, RXR« est phosphorylé en position Ser260 et présente une perte
de fonction [Matsushima-Nishiwaki et al., 2001] [Yoshimura et al., 2007]. L’acide rétinoique acyclique va
inhiber la phosphorylation de RXR« via I’inhibition de la voie de signalisation MAP-kinase, afin de res-
taurer sa fonction physiologique. Les essais cliniques sur 1’acide rétinoique acyclique sont encourageants
[Honda et al., 2013]. Cependant, bien que RXR soit une cible d’attractive pour le développement de nou-
veaux ligands agonistes a RXR, I’activation de RXR peut causer un certain nombre d’effets secondaires
non négligeables, tels qu’une élévation du taux de triglycérides dans le sang [Li et al., 2005b] [Vu-Dac
et al., 1998], une hépatomégalie (augmentation de la taille du foie) [Lenhard et al., 2000] et une hypothy-
roidie [Sherman et al., 1999] [Liu et al., 2002]. A cause de ces effets secondaires, les applications cliniques
sur les ligands agonistes du RXR, autres que ceux impliqués dans le traitement des lymphomes cutanés
des cellules T, ont largement été abandonnées. Ainsi seuls deux composés, le bexaroteéne et 9cRA, ont été

approuvés et sont limités dans leur utilisation.

Me Me
Me Me Me Me Me H
= X0
CH, I
Me Me Me
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1. LGD1069 (Bexaroténe) 2. Acide rétinoique acyclique

FIGURE 1.11 — Structures chimiques des ligands agonistes LGD1069 (Bexaroténe) et acide rétinoique

acyclique.

D’autres pistes ont été explorées impliquant le développement de ligands antagonistes a RXR. Le mé-
canisme d’inactivation n’est pas différent de celui décrit chez d’autres récepteurs nucléaires. La nature
antagoniste d’un réxinoide est due a la présence d’un encombrement stérique provoqué par un des grou-

pements du réxinoide qui va déstabiliser H12 et affaiblir ’interaction avec les CoA [Nahoum et al., 2007]
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[Santin et al., 2009] [Sato et al., 2010]. Cet encombrement stérique peut étre médié au travers du résidu du
résidu L451 dans H12, tel que LG100754 (Figure 1.12) [Sato et al., 2010]. Ainsi contrairement aux ligands
agonistes, les ligands antagonistes ne peuvent pas déplacer 1’équilibre conformationnel de RXRa, d’une
forme inactive vers une forme plus compacte au niveau de H12. D’un point de vue fonctionnel, le dévelop-
pement d’antagonistes, tel que UVI3003 (Figure 1.12), peut permettre de tester la contribution de RXR au
sein d’un complexe hétérodimérique dans un contexte de transactivation [Nahoum et al., 2007]. Ainsi que
d’un point de vue pharmacologique, il a ét€ montré que le développement de ligands antagonistes pouvait
étre utilis€é comme antidiabétique, tels que HX531 (Figure 1.12) qui a pour effet une amélioration de la
résistance a la leptine, hormone responsable du sentiment de satiété, sans en augmenter sa concentration

dans le plasma chez la souris KK-AY, un animal modele [ Yotsumoto et al., 2005].
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FIGURE 1.12 — Structures chimiques des ligands HX531 et UVI3003 présentant une activité antagoniste,
LG100754 exhibant une activité agoniste ou antagoniste selon le partenaire hétérodimérique et LG101506,

semblable a LG100754, mais présentant une activité agoniste partielle avec I’homodimere RXR.

Cependant LG100754 ne montre qu’une activité antagoniste envers les complexes RXR-RXR [Ca-
nan Koch et al., 1996], RXR-LXR et RXR-FXR [Lala et al., 1996] et non RXR-RAR [Sato et al., 2010]
et RXR-PPAR [Lala et al., 1996]. Ce composé appartient a une classe de ligands dont la particularité est

d’exhiber une sélectivité en fonction du partenaire hétérodimérique de RXR. Ces modulateurs de RXR



CHAPITRE 1. RECEPTEUR X AUX RETINOIDES 18

peuvent agir soit de maniére agoniste, soit de mani¢ére antagoniste avec selon le partenaire. Dans le cas de
LG101506 (Figure 1.12), appartenant a la méme classe que LG100754 et activant de méme le complexe
RXR-PPAR, celui-ci exhibe une activité agoniste partielle au sein de ’homodimere RXR [Leibowitz et al.,
2006]. Ces deux composés ont aussi une action antidiabétique sans impacter le fonctionnement de la glande
thyroidienne, comme c’est le cas des ligands agonistes complets de RXR, tel que le bexaroteéne. Ainsi la
découverte de tels composés modulant spécifiquement 1’activité des NR a permis un regain d’intérét pour
le développement de nouveaux ligands ciblant RXR.

Tous les résidus appartenant a H3, H5, H7, H11 et au feuillet 3, constituant la poche de liaison au
ligand, sont conservés entre les trois isotypes («, (3 et ), compliquant de fait le développement de réxi-
noides ciblant un isotype spécifiquement. Néanmoins, malgré la conservation des résidus en contact avec le
ligand, les résidus de la seconde couche peuvent affecter la flexibilité de la poche. Ainsi, cette différence de
flexibilité peut étre exploitée afin de développer des composés se liant spécifiquement a un isotype donné
[Egea et al., 2002]. De tels ligands ont été reportés dans la littérature [Pérez et al., 2012] [Dawson and
Xia, 2012], tel que le tamibarotene présentant une préférence pour les isotypes « et 3 comparé a I’isotype
v [Fukasawa et al., 2012]. Malheureusement, ces composés ne peuvent étre utilisés du fait encore d’un

manque de spécificité.

1.5 Dynamique structurale du LBD au sein des NR

La toute premiere structure d’'un LBD de RN obtenue a été celle de la forme libre (apo) du LBD de
RXRa [Bourguet et al., 1995]. S’en est suivi les structures des formes liées (holo) des LBD de RAR~y en
complexe avec 1’acide rétinoique tout-trans (AtRA) ainsi que TRS 1ié a T3 [Renaud et al., 1995] [Wagner
et al., 1995]. La différence la plus marquante entre la forme libre et la forme liée se situe au niveau de la
partie C-terminale du domaine, contenant I’hélice H12. Dans la forme libre, cette derniére se présente dans
une conformation étendue, exposant la poche de liaison au ligand au solvant. Cependant dans la forme liée
de RAR~Y et TR, H12 est plaquée contre le domaine, enfouissant complétement le ligand [Bourguet et al.,
1995] [Renaud et al., 1995] [Wagner et al., 1995].

Cette différence suggere immédiatement un mécanisme d’entrée et de sortie du ligand de la poche de
liaison, dans lequel H12 fonctionnerait comme une porte. Ce mécanisme d’activation se comporte comme
un piege a souris, ou la partie N-terminale de H12 poussée par le ligand va se repositionner dans la conti-

nuité de ’hélice H10. Finalement, le restant de H12 viendrait fermer comme un couvercle la poche de
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liaison au ligand et former une interface d’interaction pour la fixation de la protéine CoA (Figure 1.13).

+ 9cRA

FIGURE 1.13 — Le mécanisme de « pieége a souris » est basé sur la comparaison entre la forme inactive et
la forme active en complexe avec 9cRA du domaine de liaison au ligand (LBD) de RXRa (PBD ID 1LBD
et 1IFM9). La présence du ligand agoniste, 9cRA, va induire un large changement conformationnel de la
position 1’hélice H12. H12 va bouger d’une conformation « inactive », étendue a 1’extérieur du domaine,
vers une conformation active repliée contre le LBD et formant avec H3 et H4 une surface d’interaction

pour les protéines corégulatrices.

Bien que tres attirant, ce modele basé sur le repositionnement de H12 est trés probablement inexact :
la structure cristallographique de la forme inactive du LBD de RXRa n’était pas un monomere, mais un
homotétramere, avec H12 interagissant avec la surface du coactivateur de I’unité voisine [Gampe et al.,
2000a]. De nombreuses questions restent en suspens concernant le role physiologique du tétramere au sein
de la cellule, soit en tant que forme de stockage ou bien en tant que mécanisme d’autorepression [Kersten
et al., 1995a] [Kersten et al., 1995c] [Kersten et al., 1995b] [Kersten et al., 1997] [Kersten et al., 1998]
[Mangelsdorf et al., 1991]. De plus, d’autres structures cristallographiques de LBD de RN en conformations
inactives ont été obtenu dans lesquelles H12 n’est pas conformation étendue. C’est le cas par exemple pour
PPAR~, PXR et les RN orphelins comme NURR-1 [Nolte et al., 1998] [Watkins et al., 2003] [Wang et al.,
2003].
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1.5.1 Etude de la stabilité par protéolyse

De nombreuses études ont montré que de maniere générale le LBD des RN est plus flexible en absence
de ligand. Mais ces résultats n’impliquent pas nécessairement que cette flexibilité soit liée au détachement
de H12 du restant du LBD. Cette flexibilité intrinsequement liée aux LBD des RN a été mise en évidence,
bien avant I’obtention des premicres structures cristallographiques, par des expériences de protéolyse en
absence et en présence d’un ligand agoniste. Ces expériences ont permis de montrer que la présence d’un
ligand agoniste avait un effet protecteur contre la protéolyse en comparaison a la forme non liée des RN
telles que PR, ER, PPAR~ ainsi que sur RARy et RXRa [Allan et al., 1992] [McDonnell et al., 1992]
[Berger et al., 1996] [Leng et al., 1995] [Leid et al., 1992]. Il a aussi été remarqué que la présence d’un
ligand antagoniste rendait plus sensible la partie C-terminale, contenant H12, a la protéolyse chez PR [Allan
et al., 1992]. Ainsi tous ces éléments, ont pu laisser supposer que la présence d’un ligand devait entrainer
des changements structuraux significatifs en rendant le LBD des RN plus stable et plus compact dans le

cas d’un agoniste.

1.5.2 Etude de la stabilité par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Des données RMN sur le LBD de PPAR~y vont dans le méme sens que les données de protéolyse sur
I’existence de changements conformationnels survenant en présence d’un ligand agoniste. Sur 1I’ensemble
des 265 pics de corrélation attendus pour la forme libre, seuls, 124 pics peuvent €tre attribués, correspon-
dant au squelette peptidique, alors que 270 pics sont observés dans le cas ou le LBD de PPAR~ est lié avec
la rosiglitazone, un ligand agoniste complet [Johnson et al., 2000]. L’absence de ces pics dans la forme
libre a été attribué a la dynamique conformationnel sur une échelle de temps u-/ms. De plus, plusieurs pics
sont observés pour certains résidus de la forme libre, renfor¢ant 1’idée que le LBD de PPAR~y échantillonne
plusieurs conformations distinctes. Les différences moyennes calculées entre les déplacements chimiques
'H, 1N et 13C entre la forme libre et la forme liée, montrent que les régions les plus stables gardent la
méme conformation, avec une différence inférieure a 0.05 ppm. Concernant les résidus non détectables au
sein de la forme libre, ils sont principalement localisés dans la partie du LBD ou se situe la poche de liaison
au ligand (LBP). Cette région est délimitée par les hélices H1, H3, H4, HS5, H7, H10, H12 et le feuillet 3.
Ainsi les résultats obtenus montrent que cette région du LBD de PPAR~y explore un nombre multiple de
conformations et que les interactions formées avec le ligand ont pour effet de stabiliser le domaine, en
accord avec les données expérimentales précédentes. Cette observation suggere un déplacement de I’équi-

libre conformationnel depuis une population de conformations libre vers une population plus restreinte de
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conformations dans la forme liée, plutét qu’un systéme a deux états comme le suppose le modele basé
uniquement sur les structures cristallographiques [Johnson et al., 2000]. Des résultats similaires ont été
reportés pour le LBD de PPARq, ER et de VDR [Cronet et al., 2001] [Luck et al., 2000] [Singarapu et al.,
2011]. Des études supplémentaires sur le LBD de PPAR~, cette fois en présence de ligands de natures
différentes et aussi en complexe avec le LBD de RXRa en forme libre et liée avec 9cRA [Berger et al.,
2003] [Lu et al., 2008] ont confirmé la présence d’équilibres conformationnels. Dans le cas de GW 1929,
un ligand agoniste complet, le profil RMN obtenu est similaire a celui avec la rosiglitazone. La présence
du LBD de RXRa en forme libre et liée a 9cRA n’a qu’un effet modéré sur I’interface de dimérisation et
sur I’hélice H12 du LBD de PPAR~ [Lu et al., 2008]. Cependant, contrairement au rosiglitazone, n'TZDpa,
un agoniste partiel, présente un profil RMN a peine différent a la forme libre du LBD de PPAR~y, bien que
le n'TZDpa protege le récepteur de la protéolyse comme la rosiglitazone [Berger et al., 2003]. Ainsi bien
que nTZDpa active PPAR~, il maintient le LBD de PPAR~y dans un ensemble conformationnel plus vaste
que ne le fait la rosiglitazone.

Les données obtenues pour le LBD de RXRa vont dans le méme sens que celles observées avec les
autres NR étudiés [Lu et al., 2006]. Seuls 164 des 240 résidus au total peuvent étre attribués dans la forme
libre, avec I’apparition de 47 résidus en présence de 9cRA. La majorité de ces résidus sont localisés dans
les éléments structuraux formant la LBP, de méme au niveau de H9, suggérant un effet allostérique (Figure
1.14). Cependant, contrairement a PPAR~y et PPARq;, les hélices H7, H10 et H11 ne sont toujours pas
attribuables en présence de 9cRA [Johnson et al., 2000] [Cronet et al., 2001]. De plus et contrairement,
a PPAR~ qui est majoritairement sous forme monomérique en solution [Johnson et al., 2000], RXRa est
principalement sous forme d’homodimere [Lu et al., 2006]. Ainsi du fait qu’ils participent a I’interface de
dimérisation au sein du complexe homodimérique, I’absence de pics dans les hélices H7, H10, H11 est tres
vraisemblablement li€¢ & un phénomene de dissociation/association entre sous-unités.

En plus de fournir des éléments a la compréhension sur la dynamique du LBD de RXRe, les déplace-
ments chimiques RMN apportent des informations plus précises que les expériences de protéolyse quant
a la nature des structures secondaires en solution. Ces données montrent 1’absence d’hélice H2 dans la
boucle H1-H3 des formes libre et liée du LBD de RXRa, par exemple [Lu et al., 2006]. L étude du temps
de relaxation montre aussi aussi que la dynamique de cette région est moins restreinte que le restant de la
protéine sur I’échelle du temps allant de la ps a la ns dans la forme libre, et que 1’ajout de 9cRA semble
la rigidifier [Lu et al., 2006]. Et bien que le modele basé sur les structures cristallographiques suppose

le repositionnement de H12 dans une conformation moins mobile, en présence de 9cRA, les expériences
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RMN ne mettent pas cet effet en évidence, contrairement aux observations en solution du LBD de PPAR~y

ou la mobilité de H12 est plus restreinte [Kallenberger et al., 2003].
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FIGURE 1.14 — (A) Structures cristallographiques de la forme inactive (a gauche) et active, en complexe
avec 9cRA (a droite), du domaine de liaison au ligand (LBD) de RXRa avec en rouge les résidus pour
lesquels un pic a été observé et assigné pour 1’atome '>Ca et en blanc, les résidus pour lesquels aucune
information n’est disponible. (B) Déplacements chimiques RMN secondaires A§ Ca par résidu de la
forme libre et liée, en complexe avec 9cRA, du LBD de RXRq, obtenus expérimentalement par I’équipe
d’Ellen Li [Lu et al., 2006]. En bleu et en orange, les déplacements chimiques RMN secondaires pour la

forme libre et liée, en complexe avec 9cRA, du LBD de RXRa, respectivement.

Il faut noter que le rosiglitazone interagit directement avec 1’hélice H12, ce qui n’est pas le cas avec
9cRA au sein des structures cristallographiques des formes liées des LBD de PPARYy et RXRa, respec-

tivement. Mais de maniere générale, malgré la présence de 9cRA, le LBD de RXR« garde une certaine
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dynamique conformationnele d’apres les parametres de relaxation, signifiant que la forme liée existe en-
core dans un ensemble dynamique de conformations. Globalement, ces résultats indiquent que la liaison
d’un ligand ne déplace pas simplement la conformation de la protéine d’un état bien défini 2 un autre. A la
place, le ligand stabilise la protéine existant dans un ensemble large de conformations vers une population
plus réduite de conformations différentes.

L’étude de I’effet de ligands antagonistes sur le complexe homodimere LBD RXRa montre que ceux-
ci perturbent principalement la dynamique de H3 et de H12, constituant I’interface d’interaction avec les
peptides CoA [Lu et al., 2009]. Cependant, la présence d’un ligand antagoniste n’abolit pas complétement
I’interaction avec les peptides CoA. Les peptides CoA peuvent toujours interagir avec le LBD de RXRa,
mais plus faiblement qu’en présence d’un ligand agoniste. L’interaction est completement abolie entre les
peptides CoA et le LBD de RXRa, que lorsque celui-ci est en complexe avec PPAR~y lié a un ligand ago-
niste [Lu et al., 2009]. Contrairement au LBD d’autres NR, celui de NURR-1, considéré comme orphelin
du fait de I’absence de ligand connu se liant a ce dernier, montre un profil RMN différent de ceux observés
précédemment [Michiels et al., 2010]. Dans la forme libre des LBD des autres NR, la majorité des résidus
situés autour de la poche de liaison du ligand ne sont pas attribuables alors que la forme libre du LBD de
NURR-1 présente des résidus non attribuables principalement au niveau de la partie C-terminale de H6
jusqu’au N-terminal de H7, dans la boucle H8/H9 et la région C-terminale de H11. Cette observation tend
a montrer que la forme libre du LBD de NURR-1 est stable méme en absence de ligand, ce qui explique la

fonction activatrice ligand-indépendante de ce récepteur [Wang et al., 2003].

1.5.3 Etude de la stabilité par Echange Hydrogéne/Deutérium (HDX)

L’échange Hydrogeéne/Deutérium par Spectrométrie de masse (HDXMS) est une autre méthode tres
utilisée afin d’étudier la dynamique conformationnelle des protéines, 1’incorporation en deutérium étant
directement liée a la stabilité des structures secondaires. Elle permet aussi de suivre directement les chan-
gements de stabilité dus a la présence d’un ligand ou d’interaction spécifique entre plusieurs partenaires.
Elle fut appliquée pour la premiere fois au LBD de RXRa [Yan et al., 2004] [Yan et al., 2006] [Yan et al.,
2007] [Xia et al., 2010] [Boerma et al., 2014] et par la suite a de nombreux autres récepteurs nucléaires,
tels que TR [Figueira et al., 2011], GR [Frego and Davidson, 2006], PPAR~y [Chalmers et al., 2006] [Ha-
muro et al., 2006] [Chalmers et al., 2007] [Bruning et al., 2007] [Hughes et al., 2012] [Amato et al., 2012]
[Marciano et al., 2015], VDR [Zhang et al., 2010] [Carson et al., 2014] [Kato et al., 2016], PR [Goswami
et al., 2014], FXR [Yang et al., 2014] et ER [Dai et al., 2008] [Dai et al., 2009].
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Dans le cas de PPAR~, I’échange a permis de montrer un mécanisme d’activation graduel, ou diffé-
rents modes de liaison peuvent &tre observés entre les ligands agonistes complets et partiels [Chalmers
et al., 2006] [Hamuro et al., 2006] [Chalmers et al., 2007] [Bruning et al., 2007]. En comparaison a la
forme non liée, les agonistes complets réduisent trés fortement 1’échange HX au sein du domaine, au ni-
veau des régions des régions formant la LBP et plus particulierement au niveau de H12, en interagissant
avec cette derniere [Hamuro et al., 2006]. Cette réduction de 1’échange HX indique qu’ils stabilisent le
LBD de PPAR~. Cependant, contrairement aux ligands agonistes complets, les ligands agonistes partiels,
présentant un degré de transactivation moindre, montrent un profil d’échange HX différent. Aucune diffé-
rence significative n’est observée au niveau de H12, en comparaison avec la forme non liée. Par contre ces
ligands induisent une réduction plus importante de I’échange HX au niveau du feuillet 3, en comparaison
avec la forme liée avec un agoniste complet [Bruning et al., 2007]. Ce résultat souligne I’importance du
role de la région contenant le feuillet 5 dans I’activation de PPAR~y. Tout comme le LBD de PPAR~, les
expériences d’échange HD montrent aussi une stabilisation globale du LBD de TR, et non juste des régions
impliquées dans la LBP, que ce soit avec un ligand agoniste (T3) ou un ligand antagoniste (NHs). Cepen-
dant, les résultats montrent un mécanisme d’activation différent de TR au niveau de la partie C-terminale
du domaine, comparé aux autres NR. H12 interagit avec la surface d’interaction aux CoA/CoR, formée
par H3, H4 et HS, ce qui stabilise la partie C-terminale de H3. La liaison avec T3 déstabiliserait la partie
C-terminale de H3 forcant H12 a adopter une conformation active et libérant 1’interface d’interaction aux
CoA/CoR. NHj3 étant incapable de déstabiliser Hs, H12 continuerait a interagir avec le domaine au niveau
de la surface d’interaction aux CoA/CoR, empéchant ces derniers d’interagir avec le LBD. De plus, T3
stabiliserait la surface de dimérisation empéchant la formation d’homodimere TR, ce qui n’est pas le cas
de NHs. De méme que PPARy et TR, on observe aussi une diminution de I’échange HD au sein des LBD
de PR, FXR, VDR, ER«/f3 lorsque ceux-ci sont liés a un ligand agoniste, en comparaison a la forme libre.
Dans le cas de GR, aucune comparaison n’est possible, car la forme libre n’est pas soluble [Frego and
Davidson, 2006]. De tous les LBD étudiés par HDXMS, les principales différences se situent au niveau de
la partie C-terminale des domaines. Aucun changement significatif n’est observé dans la partie C-terminale
de ERa/f et de FXR entre la forme libre et la forme liée a un ligand agoniste alors qu’une plus grande
protection contre I’échange HD est observée au sein de PPAR~y, TR, VDR comparé a la forme libre. De
méme que 1’on observe le méme phénomene chez GR avec une plus grande protection au sein de la forme
liée a un ligand agoniste comparé a celle liée a un ligand antagoniste.

Concernant le LBD de RXRa, les expériences d’échange HD montrent que les éléments structuraux
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impliqués dans la LBP incorporent plus rapidement que les éléments formant le coeur du sandwich d’hé-
lices [Yan et al., 2004]. Ainsi la partie N-terminale (résidus 219-233), la boucle H1-H3 (241-262), une
part importante de H3 (263-279), la région comprenant le feuillet 3, H6 et la partie N-terminale de H7
(320-346) et enfin toute la partie C-terminale avec H11 et H12 (433-449) échangent trés rapidement, avec
plus de 85 % des protons amides HN échangés au bout de 15 secondes. Dans le cas du coeur du sandwich
d’hélices, composé de H1, la partie C-terminale de H3, H4, HS5, H7 (excepté la partie N-terminale), HS,
H9 et H10, I’échange est nettement plus lent, avec moins de 35 % des protons amides HN échangés au
bout de 15 secondes. Ces éléments de structure secondaire ne sont pas impliqués dans la liaison au ligand
au sein du LBD de RXRa, contrairement a la plupart des premiers éléments structuraux qui échangent tres
rapidement, signe d’une dynamique conformationnelle trés importante au niveau de la LBP au sein de la
forme libre (Figures 1.15, 1.16 et 1.17). De m&me que pour les autres NR, la présence de 9cRA va induire
une stabilisation du domaine. En effet, la vitesse d’incorporation en deutérium est significativement plus
lente en présence du ligand au niveau de H1, de la moitié N-terminale de H3, la région du feuillet 3 avec la
partie C-terminale de HS5, H6 et la partie N-terminale de H7 et enfin H11. Cependant, certaines régions ne
montrent pas de différences significatives entre la forme libre et 1a forme liée. Ces régions incluent la partie
N-terminale du domaine, la partie C-terminale de H3, H4, la partie N-terminale de HS5, H8, H9, la partie
N-terminale de H10 et la partie C-terminale de domaine comprenant H12. Ainsi ce sont les régions impli-
quées dans la liaison au ligand qui montrent une réduction significative de I’échange HD, signifiant que
celles-ci deviennent plus rigides en présence de 9cRA (Figures 1.15 et 1.16). Cependant, il est important
de remarquer que 9cRA n’a aucune influence sur la stabilité de la partie C-terminale du domaine, incluant
H12, que ce soit au sein de la forme libre ou liée, on observe un échange HD tres rapide. Ce comportement

est aussi observé au sein de ERa/f3 et FXR.
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FIGURE 1.15 — Taux d’incorporation en deutérium (exprimé en %) pour la forme libre du LBD de RXR«
et taux de protection (exprimé en % par rapport a la forme libre), moyenné a partir de plusieurs peptides,
pour la forme liée a 9cRA, observés expérimentalement a 15 secondes par 1’équipe de Max L. Deinzer
[Yan et al., 2004]. A gauche, le taux d’incorporation en deutérium est représenté par un gradient de couleur
allant du jaune pour les régions ayant échangé entre 15 et 25 % au rouge pour les régions ayant totalement
échangé. En blanc, les régions pour lesquelles aucune information n’est disponible. A droite, le taux de
protection, comparé a la forme libre, de la forme liée du LBD de RXRa en complexe avec 9cRA a 15
secondes. Le taux de protection est représenté par un gradient de couleur allant du bleu clair, pour les
régions présentant une légere protection contre I’incorporation en deutérium (entre 5 et 10%), au bleu
foncé, pour les régions présentant une forte protection (plus de 40%). En gris, les régions qui ne présentent
aucune différence significative (< 5%) entre la forme libre et la forme liée, et en blanc les régions pour

lesquelles aucune information n’est disponible.



CHAPITRE 1. RECEPTEUR X AUX RETINOIDES 27

310-325 347 -353

120 120
100 100
80 80
) )
S S
= 60 =
(=] [a]
40 40
20 20
0 0
10° 10* 10? 10° 10° 10* 10? 10°
326 - 346 354 - 362
120 120
100 100
80 80
) )
xX =
— o0 —
[a] [a]
40 40
20 20
0 0
10° 10* 10? 10° 10° 10* 10? 10°
Time (sec) Time (sec)
419 - 438 271 -279
120 120
100 100
80 80
) )
X =
— 60 = ®
o [a]
40 40
20 20
o
10° 10* 10? 10° %" 10* 10? 10°
Time (sec) Time (sec)

FIGURE 1.16 — Principales différences en termes d’incorporation en deutérium par peptide (exprimé en
%) au cours du temps (exprimé en seconde sur une échelle logarithmique) au sein de la forme libre et
de la forme liée a 9cRA du LBD de RXRa, observées expérimentalement par I’équipe de Donald D.
Muccio [Xia et al., 2010]. Les régions représentées en rouge, sur la structure cristallographique de la
forme libre, correspondent aux régions ou il y a une différence significative entre la forme libre et liée
en termes d’incorporation en deutérium au cours du temps, avec pour chaque région, le ou les peptides
correspondants. En bleu, le taux d’incorporation en deutérium pour la forme libre et en orange pour la

forme liée du LBD de RXRa a 15, 30, 120, 900 et 3600 secondes.
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FIGURE 1.17 — Détails par peptide du taux d’incorporation en deutérium (exprimé en %) au cours du temps
(exprimé en seconde sur une échelle logarithmique) pour la forme libre et la forme liée a 9cRA du LBD
de RXRa, observé expérimentalement par I’équipe de Donald D. Muccio [Xia et al., 2010]. En bleu et en
orange, le taux d’incorporation en deutérium a 15, 30, 90, 120 et 3600 secondes pour la forme libre et la

forme liée a 9cRA du LBD de RXRa, respectivement.
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D’autres études ont été menées afin d’examiner les effets de différents ligands agonistes et antagonistes
sur la dynamique conformationnelle du LBD de RXRa. Les observations faites a partir des ligands ago-
nistes montrent que 1’affinité est corrélée a la vitesse d’échange HD des régions impliquées dans la LBP, les
ligands les plus affins sont ceux qui réduisent le plus la vitesse d’échange HD [Yan et al., 2006]. De méme,
peu d’effets sont visibles sur la vitesse d’échange HD au niveau de H12, celle-ci échangeant toujours au-
tant que dans la forme libre. Dans le cas des ligands antagonistes, il a ét¢ montré que ceux-ci offraient
une plus grande protection contre 1’incorporation en deutérium, comparé a 9cRA [Yan et al., 2007]. Ce
phénomene est largement visible dans les éléments structuraux composant la LBP, du fait d"interactions
hydrophobes plus importantes entre les ligands antagonistes et le LBD de RXRa. De méme qu’aucun effet
n’est visible sur H12 (< 5 %), qui continue a échanger a la méme vitesse que dans la forme libre. Sur des
temps tres longs (> 60 min), le taux d’incorporation devient similaire entre les formes liées aux ligands
antagonistes et aux ligands agonistes, et également similaires a I’échange de la forme libre. Ceci suggere
que la dynamique conformationnelle du LBD de RXRa est un élément clé dans le mécanisme d’activation
de la transcription. Une trop forte rigidité affecterait 1’interaction avec d’autres protéines corégulatrices.
La diminution de 1’échange HD au niveau de la partie C-terminale du domaine n’intervient que lorsqu’un
peptide CoA est présent [Xia et al., 2010]. En plus de stabiliser H12 et H11, la présence du peptide CoA va
induire une réduction de 1’échange HD au niveau de H7, H8 et H10, et aussi de maniere évidente au niveau
de la surface d’interaction avec les CoA, formée par H3 et H4. Cette réduction de la vitesse d’incorpora-
tion en deutérium est a la fois observée au sein de la forme libre et de la forme liée a 9cRA, en apportant
une protection contre 1’échange supplémentaire dans le dernier cas. D’autres analyses complémentaires en
présence d’autres ligands agonistes avec un peptide CoA montrent le méme profil d’échange HD, avec une
réduction constatée au niveau de H3, de la région du feuillet 5 incluant H5, H6 et H7, ainsi que de H10 et
H12 [Boerma et al., 2014]. Cette étude quant a elle montre que H12 est 1égerement moins stable (-10 % de
protection) dans les formes liées comparées a la forme libre.

La méthode HXMS a permis aussi de mettre en évidence 1’action antagoniste du bexaroténe chez
PPAR~, jusqu’alors identifié comme ligand agoniste de RXR [Marciano et al., 2015]. Cette méthode peut
étre également utile dans une approche de « drug design » basée sur des fragments. Par exemple, dans le cas
de VDR ot il a pu étre possible d’identifier des fragments, qui similairement a la vitamine D3, stabilisaient

de manieres similaires les hélices H3, H7 et H8 [Carson et al., 2014].
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1.5.4 Etude de la flexibilité de H12 par Anisotropie de Fluorescence

Parce que la dynamique de H12 a été reconnue comme étant importante dans la régulation de I’activité
des RN, elle a été étudiée par de nombreuses techniques expérimentales. L’ anisotropie par fluorescence est
la méthode la plus couramment utilisée pour étudier la flexibilité de la partie C-terminale en fonction de la
nature du ligand ou de son absence et aussi I’interaction entre le LBD et les peptides coactivateurs. Elle a
été principalement utilisée dans le cas de ER, mais aussi de PPARy et RXRa.

Dans le contexte de ER, des expériences d’anisotropie de fluorescence montrent que H12 est intrin-
sequement mobile et que 1’ajout de ligands agonistes et de peptides CoA va induire une rigidification du
domaine, plus résistant a la protéolyse [Tamrazi et al., 2003]. Dans le cas du peptide CoA, et plus parti-
culierement de sa séquence, il a aussi été montré qu’il avait une influence sur la vitesse de dissociation du
ligand chez ER, mais que son influence était négligeable sur les ligands de type antagonistes [Gee et al.,
1999]. Ce qui montre une réciprocité entre le peptide CoA et le ligand, I’un favorisant I’interaction de
I’autre avec le LBD, sachant que le peptide CoA peut a lui seul induire une conformation stable du LBD de
ER en absence de ligand [Tamrazi et al., 2005]. Des expériences complémentaires de dénaturation suivies
par anisotropie de fluorescence montrent que le LBD de ER se dénature en deux phases bien distinctes [Gee
and Katzenellenbogen, 2001]. Une phase de dénaturation partielle du LBD de ER, qui peut étre retardée
lorsque ER est en présence d’un ligand agoniste, et une autre phase de dénaturation totale ou tous les rési-
dus TRP sont accessibles au solvant [Gee and Katzenellenbogen, 2001]. Utilisée dans le cadre de 1’étude
de la mobilité de H12 chez PPAR~, I’anisotropie de fluorescence a montré que la partie C-terminale du
LBD était significativement plus mobile que le restant du domaine et qu’en présence d’un ligand agoniste,
tel que la rosiglitazone, sa mobilité était réduite et que la partie C-terminale devenant solidaire du reste du
domaine [Kallenberger et al., 2003]. Cette étude a permis aussi montrer le lien entre les multiples mutations
impliquées dans le syndrome de résistance a I’insuline a la stabilité de H12, renforcant ainsi son role dans
I’activation de la transcription.

De méme dans le contexte du LBD de RXRq, des expériences similaires montrent une stabilisation
de H12 en présence d’un ligand agoniste et au contraire une déstabilisation de cette derniere en présence
de ligands antagonistes [Nahoum et al., 2007]. L’ajout de peptides CoA stabilise davantage H12, mais
échoue en présence d’antagonistes. A noter que 1’ajout d’une forte concentration de peptides CoA stabilise
H12 en I’absence de ligand activateur [Nahoum et al., 2007]. Ceci montre que ces derniers peuvent a eux
seuls déplacer 1’équilibre conformationnel vers un état actif du LBD de RXRa, en absence de ligands. De

maniere générale, cela suppose que I’équilibre dynamique de H12 soit a I’origine de la différence observée
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au niveau de I’activité transcriptionnelle basale des récepteurs nucléaires.

1.6 Modification post-traductionnelles

En plus d’€tre régulés par les ligands, les récepteurs nucléaires sont régulés par des modifications post-
traductionnelles (PTM), qui vont impacter leur fonction. Ces PTMs incluent la phosphorylation, 1’acétyla-
tion, la SUMOylation, 1’ubiquitination, la méthylation, la myristylation, I’ ADP-ribosylation et 1’isoprény-
lation. Parmi ces PTMs, il est possible de distinguer deux catégories : (1) les modifications réversibles qui
fonctionnent par 1’ajout ou le retrait d’un groupement chimique (phosphate, acétyle) sur des acides aminés
spécifiques (sérine, tyrosine, thréonine, lysine) et (2) des modifications qui fonctionnent par 1’ajout d’un
polypeptide (SUMO, ubiquitine) sur les résidus lysines. De nombreuses études ont montré que ces PTMs
étaient liées au développement de pathologies incluant entre autres des cancers, le diabete et 1’obésité
[Anbalagan et al., 2012].

RXRa peut étre acétylé au niveau de la Lys145 localisée dans le DBD par le complexe CBP/p300
(Figure 1.18). Cette acétylation favorise la liaison du complexe hétérodimérique RXR-TR sur 1I’ADN,
induisant la transcription de geénes impliqués dans la prolifération cellulaire [Zhao et al., 2007]. RXR«
peut également étre SUMOYyI€ au niveau de la Lys108 (Figure 1.18), localisée dans la partie C-terminal du
domaine NTD, dont le motif consensus est IKPP [Choi et al., 2006]. Cette modification régule de maniere
négative 1’activité transcriptionnelle de RXRq, et peut-étre également celle des isoformes RXR /3 et RXR~,
qui posseédent des motifs proches de celui trouvé dans RXRa.

Cependant, parmi toutes les PTMs existantes, la phosphorylation est celle qui a été la plus étudiée chez
RXR et les autres NR [Rochette-Egly, 2003]. De maniere générale, il a été montré que RXRq« pouvait étre
phosphorylé par plusieurs membres de la famille Ras-MAPK (Ras-Raf-Mitogen-Activated Protein Kinase),
comme ERK1/2, MKK4/SEK1 et JNK (c-Jun NHa-terminal Kinase), a plusieurs endroits du domaine N-
terminal, aux positions Ser22 (uniquement chez la souris), Ser27 et Ser32 (uniquement chez 1’humain),
Ser56/61 (humain/souris), Ser70/75 et Thr82/87, et dans le LBD, aux positions Tyr249/254 et Ser260/265
(Figure 1.18). La sérine 22 de RXRa chez la souris est phosphorylée par Cdk1, impliquée dans la régula-
tion du cycle cellulaire [Adam-Stitah et al., 1999]. En utilisant une lignée cellulaire bien particuliere pour
I’étude de la voie de signalisation de I’acide rétinoique, nommée F9 (carcinome embryonnaire) [Chambon
and Rochette-Egly, 2001], il a ét€ montré que cette phosphorylation était nécessaire chez RXRa pour I’ac-

tivation de genes cibles sous la dépendance de 1’acide rétinoique et pour 1’action anti-proliférative de ce
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dernier [Bastien et al., 2002]. Dans le cas de la sérine 27, cette derni¢re est phosphorylée par PKA (Protein
Kinase A) dans la lignée cellulaire COS-1 et sa phosphorylation diminue 1’activité transcriptionnelle de
RXRa [Harish et al., 2000]. En réponse a I’atrioxyde d’arsenic (As203), on observe la phosphorylation de
Ser32 par JNK [Mann et al., 2005].

1 462
N —[ A/B C D E C
T 1] i
S22-p S56/51-p K108/113-sm Y249/254-p
$27-p S7075-p | I
S32-p T82/37-p K145-Ac $260/265-p

FIGURE 1.18 — Localisation des sites de modifications post-traductionnelles (PTM) dans le RXR« ayant un
effet sur ’activité transcriptionnelle. En vert et rouge, les numéros des résidus subissant une modification
PTM chez la souris et ’humain, respectivement. RXRa peut étre phosphorylée dans la région N-terminale
en position 22, chez la souris. Il peut étre aussi hyperphosphorylé par des kinases a 4 positions différentes, 3
étant localisées dans la région N-terminale en position 56/61, 70/75 et 82/87, et dans le domaine de liaison
au ligand (LBD) en position 260/265 chez I’humain ou la souris. De plus, une tyrosine localisée dans
le LBD peut étre aussi phosphorylée en position 249/254. RXRa est aussi la cible d’autres modifications
PTMs telle que la SUMOylation en position 108/113 dans la région N-terminale et 1’acétylation en position

145 chez I’homme dans le domaine de liaison a I’ADN.

De plus, on observe aussi une hyperphosphorylation chez RXRa au niveau de trois autres résidus si-
tués dans le domaine N-terminal, aux positions Ser61, Ser75 et Thr87 chez la souris (positions Ser56,
Ser70 et Thr82 chez I’humain) par JNK dans les lignées cellulaires COS-1 et F9. Ceux-ci sont phosphory-
1és en réponse a 1’acide rétinoique [Gianni et al., 2003] et aussi a différents stress, tels les radiations UV,
I’arsenic et I’anisomycine [Adam-Stitah et al., 1999] [Tarrade et al., 2005] [Bruck et al., 2005]. Cette hy-
perphosphorylation est nécessaire pour la coopération entre RXRa et RAR~y [Giann{ et al., 2003] [Tarrade
et al., 2005] [Bruck et al., 2005]. Cette hyperphosphorylation du domaine N-terminale est aussi reliée a
la phosphorylation du LBD au niveau de la position Ser260/265 par JNK, impliquée dans I’inactivation
de certains genes sous le contrdle de 1’acide rétinoique [Adam-Stitah et al., 1999] [Bruck et al., 2005].

De maniere indépendante, la position Tyr249/254 peut Etre aussi phosphorylée [Lee et al., 2000]. Celle-
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ci est induite par MKK4/SEK1 directement et non JNK et a pour conséquence d’inhiber la fonction de
RXRa [Lee et al., 2000]. De plus, il a été€ montré que la double mutation Thr82Ala et Ser260Ala inhibait
la croissance cellulaire et induisait 1’apoptose des cellules hépatique Huh7 humain (hépatocarcinome) en
présence de 9cRA. Au contraire, la double mutation Thr82Asp/Ser260Asp, utilisée pour mimer la phos-
phorylation des sérines, montre un comportement inverse. Les auteurs suggerent que la phosphorylation
empéche ’homodimérisation de RXR« ou son hétérodimérisation avec RAR/S [Yoshimura et al., 2007].

L’impact de la phosphorylation de RXRa« et de 1’action de la vitamine D3 (1,25-dihydroxyvitamine D3
[1,25(OH)2 D3]), modulant I’activité du VDR, a aussi été étudié au sein des lignées cellulaires HPK1Aras,
surexprimant la protéine ras [Sebag et al., 1992] [Solomon et al., 1998] [Solomon et al., 1999]. Ils ont
montré que les cellules HPK1Aras étaient résistantes a I’effet de la vitamine D3, contrairement aux cel-
lules HPK1A [Sebag et al., 1992] et que cette résistance serait di a une perturbation du complexe hé-
térodimérique RXR-VDR [Solomon et al., 1998]. Cette résistance a de méme été observée au sein de
lignées cellulaires de carcinomes pancréatiques [Zugmaier et al., 1996] et du sein [Narvaez et al., 1996].
De maniere générale, les études sur I’effet de la vitamine D3 montrent que celle-ci inhibe la croissance cel-
lulaire des cellules cancéreuses et stimule la différenciation cellulaire [Bouillon et al., 2006] [Fleet, 2008].
D’autres travaux menés par la suite indiquent que ’activation de la transcription par VDR est atténuée a
travers la phosphorylation de RXRa par les MAPKs [Solomon et al., 1999]. Cette PTM est médiée par
la surexpression de la protéine oncogene ras, induisant la cascade MAPK et phosphorylant RXRa. Cette
phosphorylation a lieu au niveau de la Ser260, situé dans la boucle H1-H3 du LBD de RXRa. L’inhibi-
tion de I’activité de MAPK rétablit I’action anti-proliférative de la vitamine D3, tout comme la mutation
Ser260Ala [Solomon et al., 1999].

Par la suite, il a été montré que la phosphorylation en position Ser260 affectait 1’interaction avec le
complexe hétérodimérique RXR-VDR [Macoritto et al., 2008]. L’ utilisation d’inhibiteur MAPK ou la mu-
tation Ser260Ala restaure 1’interaction avec les protéines CoA au sein de la lignée cellulaire HPK1Aras,
soulignant le role prépondérant de la phosphorylation de Ser260. Le méme comportement est observé avec
RAR~, RXRa, TR et PPAR", sans que la dimérisation soit impactée [Macoritto et al., 2008]. Ceci serait
da a la localisation de la Ser260, située dans la boucle €2 entre les hélices H1-H3 du LBD, a proximité
de la surface d’interaction avec les protéines CoA (Figure 1.19). La phosphorylation de Ser260 est aussi
impliquée dans le développement du carcinome hépatocellulaire, un cancer primitif du foie, en empéchant
sa dégradation par le protéasome et favorisant la croissance cellulaire incontrdlée des cellules hépatiques

[Matsushima-Nishiwaki et al., 2001] [Adachi et al., 2002].
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Ser260

FIGURE 1.19 — Localisation du résidu Ser260 (en jaune) par rapport a la position du peptide CoA (en gris)

au sein de la structure cristallographique de la forme liée 8 9cRA du LBD de RXRa (PDB id : 1IFMD9).

1.7 Objectifs

Toutes les observations concernant la dynamique conformationnelle du LBD des NR suggerent des
lors que celui-ci est capable d’explorer un nombre multiple de conformations et que cette dynamique est
nécessaire pour que le ligand puisse entrer et sortir de la LBP. En absence de ligand, le LBD est flexible et
les protéines coactivatrices n’interagissent pas correctement. Dans le cas inverse, en présence d’un ligand
agoniste, le LBD est plus stable ce qui permet de promouvoir I’activité transcriptionnelle en recrutant les
protéines CoA.

Ces études ont mis en évidence que les formes libres des LBD, (excepté pour GR et NURR-1 discutés
précédemment), échangeaient plus rapidement dans la partie formant la poche de liaison du ligand que
les formes liées a un agoniste. La diminution de la vitesse d’échange H/D suggere fortement que la dyna-
mique locale de la protéine diminue aussi. Sachant que I’échange H/D mesuré est essentiellement influencé
par les protons amides du squelette peptidique, impliqués dans le maintien des structures secondaires, les
changements observés peuvent étre interprétés comme des perturbations conformationnelles dues au ligand
ou a son absence. Concernant I’hélice H12, de nombreuses études montrent que celle-ci est plus mobile
en absence de ligands. Cependant, cela n’implique pas nécessairement qu’elle soit dans une conformation
étendue, comme c’est le cas au sein de la structure cristallographique de la forme libre de LBD de RXRa,

ou de maniere générale qu’elle soit détachée du domaine. Les structures du LBD de PPAR~ sans ligand
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[Uppenberg et al., 1998] [Nolte et al., 1998] ou avec un ligand et un peptide CoA [Nolte et al., 1998] sont
par exemple trés similaires, bien qu’il ait été suggéré que la structure sans ligand obtenue soit un artefact
cristallographique dans laquelle un ligand de faible affinité n’a pas été détecté [Liberato et al., 2012].

La présence d’un ligand agoniste va affecter différemment la stabilité des LBD de chaque NR, d’une
part par la nature différente des ligands entre chaque NR, et d’autre part par les différences intrinséques au
niveau du LBD méme. Par exemple, la présence d’un ligand agoniste au sein de TR, I’hormone thyroidienne
T3, va non seulement impacter les éléments structuraux qui composent la LBP et plus particulierement H12,
mais aussi d’autres éléments plus éloignés qui ne sont pas en contact direct, tel que H1. Il a été montré a
plusieurs reprises par une autre approche que la stabilité de cette derniere était essentielle pour la liaison
du ligand et par réciprocité, que le ligand lui aussi agissait de méme sur H1 [Pissios et al., 2000] [Huber
et al., 2003b] [Huber et al., 2003a]. La dynamique conformationnelle de cet élément est un point clé dans
le fonctionnement de TR/3, ol I’introduction de mutations accroissant sa dynamique (déstabilisation) va
étre a I’origine du syndrome de résistance a I’hormone thyroidienne T3 [Huber et al., 2003b] [Huber et al.,
2003a].

La transcription de génes spécifiques est controlée par les récepteurs nucléaires de maniere dépendante
a un ligand. La liaison du ligand est en effet liée a I’activation du complexe, ce qui déclenche une cas-
cade d’évenement menant au début de la transcription. Cependant, I’activité du récepteur nucléaire peut
étre ajustée plus finement selon le contexte cellulaire par I’ajout de PTMs. Dans un contexte cellulaire
normal, ces modifications sont nécessaires pour le bon déroulement de processus transcriptionnel et sont
sous contrdle pour éviter tout déséquilibre. Cependant, 1’exacerbation de certaines voies de signalisation,
telles la cascade MAPK ou les kinases dépendantes des cyclines (CDKs) dans le cas de la phosphorylation
[Rochette-Egly, 2003], par manque de rétrocontrdle ou sous I’effet d’un stress génotoxique est liée a la
dérégulation de la croissance cellulaire pouvant mener a une néoplasie [Anbalagan et al., 2012]. C’est le
cas de la phosphorylation du LBD de RXRa au niveau de la sérine 260 qui est liée au développement
de carcinome hépatocellulaire. Cette phosphorylation perturbe la dégradation normale de RXRa ainsi que
I’interaction avec les protéines CoA [Matsushima-Nishiwaki et al., 2001] [Macoritto et al., 2008].

Ainsi dans un premier temps, 1’objectif a été de développer et valider un protocole de dynamique
moléculaire accélérée permettant d’étudier la dynamique conformationnelle de la forme libre et liée a
9cRA du LBD de RXRa. Compte tenu de la disponibilité de données expérimentales de diverses sources
(HDX, RMN) sur la dynamique du LBD de RXRe, il constitue un cas favorable pour valider le protocole

de dynamique moléculaire accélérée. L’ objectif de notre étude sera également d’utiliser les conformations
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issues de la dynamique pour interpréter les données d’échange H/D. Puis dans un second temps, I’objectif
a été d’étudier la dynamique conformationnelle de la forme libre phosphorylée de la sérine 260 (pSer260)
du LBD de RXRa par dynamique moléculaire accélérée. Du fait de I’absence de données expérimentales
disponibles sur la forme phosphorylée du domaine concernant sa dynamique, les données expérimentales
et prédites obtenues précédemment pour la forme libre non phosphorylée ont été utilisées. Ceci nous a

permis d’identifier les régions dont la dynamique est perturbée par la phosphorylation pSer260.
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2.1 Introduction

Nous avons étudié la dynamique structurale du récepteur RXRa par les méthodes de simulations nu-
mériques, en particulier la dynamique moléculaire. Le champ de force classique, et la méthodologie de
dynamique moléculaire ont été présentés dans de nombreux livres et articles de revue [Leach, 2001] [Kar-
plus and McCammon, 2002] [Adcock and McCammon, 2006] [Schlick, 2010], et nous détaillerons dans
cette introduction méthodologique essentiellement la méthode particuliere que nous avons utilisée, la dy-

namique moléculaire accélérée.

2.2 Dynamique moléculaire accélérée

2.2.1 Introduction

Outre I’amélioration continue des capacités de calcul, de nombreux développements méthodologiques
ont été proposés afin d’augmenter 1’échantillonnage conformationnel au cours des simulations de dyna-
mique moléculaire [Hamelberg and McCammon, 2006]. Historiquement, ceci inclut I’ utilisation de I’algo-
rithme SHAKE, par exemple, permettant d’utiliser des pas d’intégration plus longs (de 1 a 2 fs) [Ryckaert
et al., 1977] [Hammonds and Ryckaert, 1991] [Weinbach and Elber, 2005], en réduisant les mouvements de
hautes fréquences liés aux vibrations impliquant des atomes d’hydrogene. D’autres simplifications, comme
I’élimination du solvant explicite par I’introduction d’un modele implicite de solvatation comme le mo-
dele « Generalized Born » [Still et al., 1990] [Bashford and Case, 2000] ou I’introduction de modeles
« gros grains », ou un résidu n’est plus représenté que par quelques « billes », [Tozzini, 2005] permettent
d’augmenter 1’échelle de temps accessible aux simulations, mais introduisent des modifications parfois im-
portantes du paysage énergétique. Cependant, pour les modeles tout atome 1’échantillonnage reste limité
du a la forte rugosité du paysage énergétique des macromolécules biologiques, avec des minimas multiples
souvent séparés par des barrieres de plusieurs kT (kpT=0.6 kcal/mol a 298 K) [Onuchic and Wolynes,
2004] [Henzler-Wildman and Kern, 2007]. La méthode classique de dynamique moléculaire a température
ambiante ne permet pas de franchir aisément de telles barrieres sur I’échelle de temps habituelle des si-
mulations, ce qui limite fortement 1’espace exploré. Ainsi beaucoup de mécanismes/processus biologiques
se produisant sur des échelles de temps de la milliseconde a la seconde, ne peuvent étre observés a I’aide
de la méthode classique de dynamique moléculaire. Une fagon d’accroitre le nombre d’évenements rares
entre plusieurs basins énergétiques est d’élever la température [Bruccoleri and Karplus, 1990], augmentant

ainsi la probabilité de passer les barrieres énergétiques, comme dans les méthodes de type replica exchange
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(REMD) avec le parallel tempering (RE/PT) [Earl and Deem, 2005]. D’autres stratégies ont été dévelop-
pées, cette fois-ci le paysage énergétique est directement modifié en biaisant ’Hamiltonien H. L’ objectif
de ces méthodes est de faciliter I’exploration de plusieurs bassins énergétiques pour un temps de calcul
réduit.

Parmi ces méthodes, il est possible de différencier deux classes : (1) basées sur le choix de variables
collectives (CVs) (ou coordonnées de réaction) dont les méthodes les plus connues sont I'umbrella sam-
pling, I’adaptive biasing force et la metadynamics (2) et d’autres qui ne sont basées sur aucune contrainte
comme |’ hyperdynamics, la dynamique moléculaire accélérée (aMD) ou encore le parallel tempering, qui
elle est basée sur la température et non sur I’Hamiltonien . Mais quoi qu’il en soit, il est nécessaire dans
les deux cas de repondérer 1’énergie biaisée afin de retrouver le vrai paysage énergétique ou le systéme a la
température désirée [Shen and Hamelberg, 2008].

Bien que les méthodes de la premiere classe permettent de converger rapidement, il est nécessaire de
prédéfinir une ou plusieurs variables collectives afin de décrire le systeme. Ainsi, cela nécessite d’avoir
a priori une connaissance accrue du systeme étudié. De fait, la principale source d’erreur se trouve dans
le choix des variables collectives qui peuvent dans certaines situations ne pas représenter fidelement le
systéme, en omettant une barriere énergétique par exemple [Spiwok et al., 2015]. Les méthodes non res-
treintes ont 1’avantage d’explorer I’espace conformationnel d’une macromolécule biologique sans avoir a
priori de connaissances sur le systeme étudié. Il est possible des lors d’explorer les chemins de transition
entre plusieurs bassins énergétiques, mais aussi pouvoir identifier de possibles états intermédiaires incon-
nus. Un des principaux désavantages du RE/PT se situe au niveau des ressources de calcul nécessaire pour
converger. Le nombre de replicas requis augmente de facon quadratique a mesure que le systeme étudié
augmente en taille [Miao and McCammon, 2016]. En outre, les transitions observées dans les répliques a
haute température peuvent ne pas tre observées a basse température due a la modification de la balance
enthalpie/entropie du systeme et il peut étre nécessaire de filtrer les transitions qui ne pourraient pas se
produire a basse température [So et al., 2000]. L’approche menée par Voter, nommée hyperdynamics, per-
met d’accélérer 1’échantillonnage conformationnel en diminuant le temps passé dans les minimas locaux,
par I’ajout d’un biais AV (r) a la surface d’énergie potentielle V' (r) [Voter, 1997b] [Voter, 1997a]. Lajout
du biais AV (r) est fait de telle sorte que la surface d’énergie potentielle ne soit modifiée qu’a proximité
des minimas locaux et non pres des barrieres ou des points-selle (points col). Cependant, ces régions de
transitions ne peuvent étre identifiées qu’en diagonalisant la matrice Hessienne a chaque pas, ce qui limite

la taille du systeme a environ une centaine d’atomes seulement [Hamelberg and McCammon, 2006]. Une
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autre alternative, cette fois-ci peu cofiteuse en termes de calcul et pouvant étre applicable a des macromo-
1écules biologiques, a été développé par Steiner [Steiner et al., 1998]. Dans cette méthode, un biais AV (r)
est ajouté de sorte a rendre la surface d’énergie potentielle « plate ». Ainsi la surface d’énergie potentielle
modifiée V*(r) sera égale a V() + AV (r) = E quand V(r) est inférieur ou égal a E et a V (r) quand

celle-ci est supérieur a E.

Vo) = Vir) siV(r)>FE on

E siV(r) < E
Cependant, la surface d’énergie potentielle est discontinue aux points ol la surface d’énergie potentielle
V (r) rencontre la surface d’énergie potentielle V*(r) = E. Ce probleme a été corrigé par la suite [Rahman
and Tully, 2002], mais il reste néanmoins le probléme du choix de E. S’il est choisi trop « haut », ¢’est-a-
dire au-dessus de la plupart des barricres énergétiques, le systeme va bien explorer un large 1’espace, mais
de maniere aléatoire, ce qui n’est pas efficace. Au contraire, dans le cas de la dynamique moléculaire accé-
1érée, la surface potentielle d’énergie modifiée V*(r) maintient la forme de la surface potentielle d’énergie

originale V (1) et fusionne sans probleme avec cette derniere lorsque V' (r) = E.

2.2.2 Théorie de la dynamique moléculaire accélérée

De méme que pour les modifications proposées par Steiner et al. [Steiner et al., 1998] et Rahman et
al. [Rahman and Tully, 2002], un biais non négatif AV (r) est ajouté a la surface d’énergie potentielle
V' (1), quand celui-ci est inférieur a E. Ainsi, la simulation sera réalisée sur la surface d’énergie potentielle
modifiée V*(r) = V(r) + AV (r). Dans le cas ol I’énergie est supérieure ou égale a F, la simulation est

réalisée sans biais AV (r) sur la vraie surface d’énergie potentielle V*(r) = V(r).

Vir siV(ir) > FE
Vi(r) = r) ") 2.2)

V(r)+AV(r) siV(r)<FE
avec AV (r) qui sera déterminé de sorte que V*(r) ne présente aucune discontinuité et que la surface
modifiée reproduise la forme de la surface d’énergie potentielle originale V' (r) méme si la valeur de E est

élevé. Ainsi le choix de AV (r) sera défini par la relation suivante :

(B —-V(r)?
a+ (E—-V(r)

AV (r) = (2.3)
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avec «a le parametre permettant de « lisser » (smoothness) la surface d’énergie potentielle V(7). Si
a = 0, alors la surface d’énergie potentielle modifiée V' * (1) sera « plate » avec V*(r) = E, tout comme
c’est le cas avec les versions alternatives de 1’hyperdynamics [Steiner et al., 1998] [Rahman and Tully,
2002] présentées plus tdt. Au contraire, a mesure que I’on augmente «, alors la surface d’énergie potentielle

modifiée V*(r) devient de plus en plus « rugueuse » et se rapproche de V' (r) (Figure 2.1).

v(r)

FIGURE 2.1 — Illustration schématique de la dynamique moléculaire accélérée : Un biais non négatif est
ajouté a la surface d’énergie potentielle quand I’énergie du systéme est inférieure & E. Au fir et a mesure
que le parametre o décroit, la nouvelle surface d’énergie devient de plus en plus « lisse », augmentant le
nombre de transitions entre les différents bassins de basses énergies. Adapté de [Miao and McCammon,

2016].

Des lors le choix des parametres E et «v est trés important. De maniere générale, E devrait étre stricte-
ment supérieur au minimum de V' (1), Viyin, correspondant souvent a la structure de départ. Si E est inférieur
a Viin alors la simulation sera réalisée sur V() qui revient au final a réaliser une dynamique moléculaire
classique. Sachant que les macromolécules biologiques possedent plusieurs minimas, il est suggéré de cal-
culer I’énergie potentielle moyenne < V'[r(t)] > a partir d’'une courte dynamique moléculaire classique
en partant de la structure initiale. Si F est trop « bas », ¢’est-a-dire en dessous de la plupart des barrieres
énergétiques, alors la probabilité de transiter d’un bassin a I’autre sera la méme pour V' (r) et V*(r) et «
n’aura que trés peu d’importance, du moment que « > 0 afin d’éviter toute discontinuité a V*(r) = FE.

Dans le cas contraire, a mesure que E' devient « haut » alors a devient important. Il est nécessaire de choisir
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une valeur a beaucoup plus grande que 0, pour (1) éviter que V*(r) soit isoénergétique et discontinue et (2)
faire en sorte que la surface d’énergie potentielle modifiée V*(r) possede les mémes bassins énergétiques

que la surface non modifiée V' (r) et ceci en prenant, par exemple, « = E — Vi, [Hamelberg et al., 2004].

2.2.3 Repondération de I’énergie

En dynamique moléculaire accélérée, la repondération de chaque configuration en fonction du biais
AV (r) qui lui est associé permet de reproduire correctement la probabilité de distribution canonique [Ha-
melberg et al., 2004], a condition que la simulation aMD ait convergé. La moyenne d’un ensemble < A >
d’une observable quelconque A(r) sur la surface d’énergie potentielle non modifiée V' (r) est donnée par

la relation :

[dr A(r) e PV

<A>= fdr @—5‘/(7')

2.4)

De maniere générale, I’ensemble moyen de n’importe quel observable A(r) sur la surface modifiée

V*(r) peut s’écrire :

_ [dr A(r) e BV (r)

< A* > Tdr e 870

2.5
[dr A(r) e PV ()=BAV(r) 25)
B fdr e_IBV("')_BAV(T)
Il est ainsi possible de corriger < A* > en multipliant chaque configuration par e #2V(") qui n’est

d’autre que le facteur de Boltzmann du biais AV (r) appliqué a chaque configuration, avec 8 = 1/kpT.
Dans le cas, ou le systeme a évolué sur la surface non modifiée V (r), alors AV (r) est égal a 0. De cette
maniére, on obtient I’ensemble moyen corrigé < A® >, qui est tout simplement égal 2 I’ensemble moyen
<A>:

—BV(r)—BAV (r) ,BAV (r
<4051 d} 24(2;5")5;;@);;26@)( )

_ Jdr A(r) e PV (2.6)
[dr e=PV(r)

=< A >

On peut donc conclure que la méthode de dynamique moléculaire accélérée converge bien vers une dis-

tribution canonique et qu’il est possible en théorie d’obtenir un ensemble canonique corrigé en repondérant
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chaque configuration par le biais AV (r) appliqué a chacune d’entre elles. Les études de peptides tels que le
hepta-alanine ou le dipeptide-alanine ont montré que sur de petits systemes, la dynamique moléculaire ac-
célérée convergeait bien vers une distribution canonique correcte [Hamelberg et al., 2004]. En pratique, le
biais AV (r) appliqué au cours d’une dynamique moléculaire accélérée sera de I’ordre de plusieurs dizaines
a quelques centaines de kcal/mol selon la taille de la macromolécule biologique étudiée, contrairement aux
méthodes basées sur des variables collectives, de 1’ordre de quelques kcal/mol seulement. De fait, il n’est
pas possible de repondérer efficacement les simulations aMD et de retrouver la surface d’énergie poten-
tielle d’origine V' (r), surtout lorsqu’il s’agit de larges systémes avec plusieurs centaines de résidus. Ceci
est dlie a 1a méthode de repondération exponentielle, présentée plus tot, qui souffre de larges erreurs statis-
tiques a cause de facteurs de Boltzmann souvent dominés par quelques configurations possédant un biais
AV (r) élevé [Shen and Hamelberg, 2008] [Miao et al., 2014b] [Miao et al., 2014a]. D’autres méthodes
ont été ainsi introduites pour supprimer ce bruit en modifiant la repondération exponentielle [Shen and Ha-
melberg, 2008] [Miao et al., 2014b]. Malgré 1’avantage que présente la dynamique moléculaire accélérée
pour explorer I’espace conformationnel d’un systéme sans connaissances a priori et sans devoir définir des
variables collectives pour décrire le systeéme, dans les faits, ces variables collectives sont tout de méme
introduites pour pouvoir repondérer les simulations aMD.

Soit la probabilité de distribution le long d’une coordonnée de réaction A(r), p*(A). Connaissant
AV (r) appliqué a chaque configuration, p*(A) pourra étre repondéré afin de retrouver I’ensemble ca-

nonique p(A).

< AV >,

p(45) = p™(45) 2.7)

avec M le nombre de classes de I’histogramme, § = 1/kT et < ePAV(T) >; I’ensemble moyen pour
la classe j. De cette manicre, on obtient une repondération exponentielle, présentée plus tot. Le potentiel de
force moyenne (PMF) final sera obtenu de la fagon suivante F'(A;) = —(1/3) In p(A;). Afin de réduire le
bruit, di aux quelques configurations présentant de larges fluctuations AV (r), il est possible de remplacer

le terme exponentiel par une série de MacLaurin.

> he0 %]: <AVF >;

(2.8)
k

p(A4;) = p*(4;)

avec k étant ’ordre de la série de Maclaurin allant typiquement de 5 a 10. Il a été montré que les

PMF obtenus a I'aide de cette méthode étaient moins bruités que ceux obtenus a I’aide de la méthode
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exponentielle [Miao et al., 2014b] [Pierce et al., 2012]. De plus, il est aussi possible d’utiliser la série des

cumulants.

[e's) Bk
< 62]::1 ch >‘7

p(45) = p"(4;) — (2.9)
jj\/il < eZk:l %Ck >j
avec les 3 premiers cumulants étant égal a
C1 =< AV >
Cy =< AV? > — < AV >?=03%, (2.10)

O3 =< AV3 > 3 < AVZ>< AV > 42 < AV >2

En principe, les deux premiers cumulants permettent de bien mieux supprimer le bruit le long de la
coordonnée de réaction choisie que la série de Maclaurin, en sachant que cette derniere est équivalente au
premier cumulant, si la distribution du biais AV (r) suit une distribution gaussienne [Shen and Hamelberg,
2008] [Miao et al., 2014b]. De plus, afin de mesurer la qualité de la repondération des simulations aMD, il
est possible de calculer 1’anharmonicité y [Miao et al., 2014b].

Soit I’ensemble des biais AV (r) pour chaque configuration dans une classe (bin) le long d’une coor-
donnée de réaction r choisie, la probabilité de distribution normalisée p(AV (r)) peut étre obtenue et son

entropie calculée de la fagon suivante :

Say = /0 T (AV) In(p(AV)) dAV @11

Si la distribution de AV/(r) suit une loi gaussienne, ¢’est-a-dire si on a un échantillonnage parfait, alors

I’entropie maximale est donnée par :

1
Smax = In(2mec?) (2.12)

avec o la déviation standard de AV (r). L’anharmonicité ~ au sein d’une classe et ainsi obtenue de la

manieére suivante :

Y= Smax - SAV
) - (2.13)
= 5 In(2rea?) - / p(AV) In(p(AV)) dA

0

Quand ~y est égal a zéro, alors le biais AV (r) suit une distribution gaussienne et une restitution fidele
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de la surface d’énergie potentielle par repondération est possible. Dans le cas contraire ou la distribution
AV (r) ne suit pas une distribution gaussienne, alors 1’anharmonicité ~ sera supérieure a zéro. Plus I’an-
harnonicité v est élevée et plus la surface d’énergie potentielle corrigée déviera de la surface d’origine
V(r). Ainsi, cette méthode permet de s’assurer de la qualité du paysage énergétique obtenu par I’une des

méthodes de repondération.

2.2.4 Variantes de la dynamique moléculaire accélérée

Les champs de force tout atomes sont généralement représentés comme la somme de plusieurs termes

d’énergie, dont la forme la plus simple est la suivante :

— Z K, (r— req)Q + Z Ky(0 — 96(1)2

bonds angles
+ZZ [1+ cos(n® — ~)]
dledres n (2.14)
B qi4;
* Z R12 RG Z eR;;
i<j <J

= Vp(r) + Va(r) + Vp(r) + Vii(r) + Vee(r)

avec Vp(r) et Vy(r) les termes harmoniques des énergies des liaisons et des angles, Vp(r) I’énergie
des angles de torsions des angles diedres et V7, ;(r) et Vgg(r) les termes d’énergies non liées de van der
Waals et les interactions électrostatiques, respectivement. En principe, le biais AV (r) peut-&tre appliqué
a ’ensemble des termes d’énergies ou de maniere séparée sur I’un ou ’autre des termes. Les principaux
changements conformationnels des protéines étant liés a des modifications des angles de torsions, 1’accé-
lération ne fut originalement appliquée qu’a 1’énergie des angles diedres et des interactions non liées 1-4.

Ainsi les équations précédentes deviennent :

Vo(r) + Vp(r) siVp(r) 2 Ep (Ep — Vp(r))?

Vi(r) = AVp =
Vo(r) + Vp(r) + AVp(r) siVp(r) < Ep a+(Ep —Vp(r))

(2.15)

avec Vp(r) I’énergie potentielle sans les termes d’énergies des angles de torsions et des interactions
non liées 1-4 et Ep similaire a E dans les équations précédentes. Cette version dénommée dihedral-
boost est cependant insuffisante pour échantillonner efficacement 1’espace conformationnel. Un autre biais

fut ajouté a 1’énergie potentielle totale, afin d’accélérer la diffusivité du solvant (molécules d’eau) amé-
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liorant ainsi 1’échantillonnage conformationnel [de Oliveira et al., 2006] [Hamelberg et al., 2007]. Dans
cette version, cette fois-ci dénommée dual-boost, la surface d’énergie potentielle modifiée V*(r) devient
V*(r) = [Ve(r) + Vo(r) + [Vb(r) + AVp(r)] + Vis(r) + VEE(r)] + AV (r). De méme I’ensemble
canonique corrigé peut-étre retrouvé en reponderant chaque configuration par le facteur de Boltzmann du
biais AV (MN+AV(I] Concernant les parametres F et o, un jeu initial de parametres peut-étre obtenu a

partir des relations empiriques suivantes [Wereszczynski and McCammon, 2012] :

E =<V N,
dihed =< Viined > +4Nres  FErotal =< Viotal > at;mes
2.16
« - *4 Natomes ( )
dihed 5NI'BS Qtotal = 5

avec Npes et Naomes, 16 nombre de résidus et d’atomes, respectivement, < Vgined > €t < Viotar >,
les énergies moyennes des angles diedres et potentielles calculées a partir de trajectoires préliminaires de
dynamique moléculaire classique. Si I’échantillonnage est considéré comme insuffisant, il est conseillé
d’augmenter E par des multiples de o [Wereszczynski and McCammon, 2012], ce qui devrait modifier de
maniere notable 1’échantillonnage. Dans le cas de protéines membranaires, il est nécessaire de prendre en
compte le nombre différent d’angles diedres entre les lipides et les acides aminés des protéines, ainsi les

parametres F et o seront obtenus a partir des relations suivantes [Miao et al., 2013] [Miao et al., 2014a] :

Edihed =< ‘/dihed > 403 < ‘/dihed > Etotal =< Viotal > +O-2Natomes
2.17)

0.3
Adihed =~ < Viihed > total = 0.3 Natomes

En plus des versions précédentes, d’autres variations de la dynamique moléculaire accélérée ont été
testées afin d’améliorer I’échantillonnage, mais aussi pour diminuer les erreurs statistiques et permettre
une meilleure repondération des simulations aMD [Doshi and Hamelberg, 2015] [Miao and McCammon,
2016]. Parmi celles-ci, nous avons le windowed aMD [Sinko et al., 2012], qui en plus de surélever les
minimas, abaisse aussi les barrieres énergétiques, puis la selective aMD [Wereszczynski and McCammon,
2010], ou juste quelques résidus sont accélérés au lieu de I’ensemble du systeme, réduisant les erreurs
statistiques, et de méme il existe la version rotatable aMD [Doshi and Hamelberg, 2012] dans laquelle le
biais AV (r) est ajouté seulement aux angles diedres qui participent de maniére significative aux change-
ments conformationnel, et non a I’ensemble des angles de torsions, par exemple ceux présents dans les
cycles des résidus aromatiques [Miao et al., 2016]. Dans la derni¢re version en date, nommée gaussian
accelerated molecular dynamics, la surface d’énergie potentielle est modifiée en utilisant une fonction

harmonique de sorte que le biais AV (r) appliqué suive une distribution gaussienne, permettant ainsi de



CHAPITRE 2. DYNAMIQUE MOLECULAIRE ACCELEREE 47

pouvoir repondérer efficacement les simulations aMD de systemes plus large (> 100 résidus) [Miao et al.,
2015b]. La dynamique moléculaire accélérée a aussi ét€ combinée a des méthodes de type replica exchange
(REXAMD/H-REMD) [Fajer et al., 2008] [Fajer et al., 2009] [Arrar et al., 2012], en faisant varier les ni-
veaux d’accélération, mais aussi couplée a la température pour le multidimensional REMD [Roe et al.,
2014] ou encore a des protocoles de dynamique moléculaire a pH constant [Williams et al., 2010] et a des

calculs ab initio [Bucher et al., 2011b] [Pierce et al., 2011] [Ortiz-Sanchez et al., 2012].

2.2.5 Applications

La dynamique moléculaire accélérée a été employée a de nombreuses reprises pour caractériser la dy-
namique structurale de plusieurs macromolécules biologiques, tel qu’un complexe DNAse E9-Im9 [Baron
et al., 2008], ’enzyme TcPR du parasite Trypanosoma cruzi [de Oliveira et al., 2011], la protéine-G [Miao
et al., 2014a] [Kappel et al., 2015] [Miao et al., 2015a], une bicouche lipidique [Wang et al., 2011] et
p38a [Filomia et al., 2010], par exemple. Dans plusieurs exemples (protéines Ras [Grant et al., 2009],
GB3 [Markwick et al., 2007], ubiquitine [Markwick et al., 2009] et ikBa [Markwick et al., 2010]), les en-
sembles des conformations générées étaient en accord avec les données expérimentales obtenues par RMN.
Certaines études ont également montré que la dynamique moléculaire accélérée était capable en quelques
centaines de nanosecondes de capturer des événements se produisant sur des échelles de temps beaucoup
plus longues, de I’ordre de la micro- a la milliseconde [Pierce et al., 2012] [Miao et al., 2013] [Bucher
et al., 2011a] [Markwick et al., 2011] [Tikhonova et al., 2013]. De méme, il a été possible récemment
d’étudier le repliement de petites protéines en partant d’une chaine polypeptidique completement dépliée
[Doshi and Hamelberg, 2014] [Miao et al., 2015c¢]. De plus, la dynamique moléculaire accélérée a été uti-
lisée pour étudier I’'isomérisation cis/trans. En effet, I’isomérisation cis-trans de I’angle w est un processus
tres long, de 1’ordre de la micro/milliseconde ou de la seconde. Cette isomérisation joue un role important
dans de nombreux mécanismes biologiques [Craveur et al., 2013] et il est tres difficile, voire impossible,
de I’observer par dynamique moléculaire classique. Observée d’abord sur de petits peptides possédant soit
un motif Ser-Pro [Hamelberg et al., 2005a] [Hamelberg et al., 2005b] ou un motif Gly-Gly [Hamelberg
and McCammon, 2005] [Markwick and McCammon, 2011b], I’importance du mécanisme d’isomérisation
cis-trans sur la dynamique fonctionnelle de la cyclophiline (CypA) [Hamelberg and McCammon, 2009]
[McGowan and Hamelberg, 2013] ainsi que 1’influence de la phosphorylation sur I’isomérisation cis-trans
chez Pin-I [Velazquez and Hamelberg, 2013] ont été aussi étudiées. La dynamique moléculaire accélérée

a également été utilisée afin d’optimiser les parametres des angles de torsion de la liaison w du champ
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de force AMBER afin de reproduire 1’équilibre cis-trans et corriger la barriere énergétique, jusqu’alors

sous-estimée [Doshi and Hamelberg, 2009] [Xin et al., 2010] [Doshi and Hamelberg, 2011].

2.3 Analyse des trajectoires

2.3.1 RMSD global

Afin d’étudier les changements conformationnels globaux d’une protéine au cours d’une trajectoire
de dynamique moléculaire, la maniere la plus simple est de déterminer le RMSD (Root Mean Square
Deviation) entre les conformations issues de cette méme trajectoire et une structure de référence, qui peut
&tre soit la structure cristallographique ou bien la premiere conformation de la trajectoire. Généralement,
le RMSD est déterminé en superposant les conformations sur les régions structurées les plus stables de la

protéine. Il est calculé selon 1’équation suivante :

Yo (rilto) = ri(t))?
N

RMSD global = \/ (2.18)

avec N le nombre d’atomes utilisés et 7;(to) et r;(¢) les positions des atomes 7 aux temps tg et ¢,
respectivement. De plus, le calcul du RMSD global au cours permet de voir si le systéme converge vers un

RMSD stable, ou bien si la simulation présente des anormalités, avec des valeurs de RMSD trop élevées.

2.3.2 Fluctuation RMS

En plus de mesurer le RMSD au cours du temps, il est aussi possible d’étudier la flexibilité des résidus
ou éléments de structures secondaire de maniére individuelle autour d’une position moyenne, en calculant

les fluctuations RMS. Ces dernieres sont obtenues selon la relation suivante :

N

N
RMSF,; = $ (% Z(ri(t)— <1 >)?)avec <71 >= % Zri(t) (2.19)
i=1 k=1

avec < r; > la position moyenne de ’atome 4 calculée sur I’ensemble de la trajectoire, 7;(t) la po-
sition de I’atome % au temps ¢ et N le nombre total de conformations utilisées. Les fluctuations RMS de

chaque atome ¢ sont généralement comparées aux facteurs d’agitation thermique B issus de la structure
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cristallographique de référence. L’ équation reliant les fluctuations RMS aux facteurs B est la suivante :

Bi X 3
8 112

RMSF; = (2.20)

2.3.3 Structure secondaire

Les protéines posseédent habituellement un contenu riche en structure secondaire, telles que des hélices
« ou des feuillets /3. Le suivi de 1’évolution des structures secondaires au cours du temps va nous permettre
de juger de la stabilité de ces dernieres. Pour cela, nous utiliserons la méthode DSSP (Define Secondary
Structure of Proteins) [Kabsch and Sander, 1983] appliquée a toutes les conformations extraites de la
trajectoire, 1’aide du module MDAnalysis [Michaud-Agrawal et al., 2011].

DSSP identifie les liaisons hydrogene au sein du squelette peptidique de la protéine en utilisant une
définition purement électrostatique. DSSP place des charges partielles sur C,O (+q1, -q1) et N,H (-g2, +¢2)

et identifie une liaison hydrogene si E est inférieur a -0.5 kcal/mol dans I’équation suivante :

1 1 1 1
E=ag {T(ON) TN CH o) r(CN)} <J 2.21)

avec g1 = 0.42¢ et g3 = 0.20¢, e étant I’unité de charge électronique et r( AB) la distance interatomique
entre A et B. r est en angstroms, le facteur de dimension f vaut 332 A kcale2 mol~ 1, et E est en kcal/mol.
Une bonne liaison hydrogeéne possede une énergie d’environ -3 kcal/mol, bien en dec¢a du parameétre de -0.5
kcal/mol. Ceci permet d’assigner une liaison hydrogene entre C=0 du résidu i et N-H du résidu j méme s’il
y a des erreurs dans les coordonnées ou des liaisons hydrogene bifurquées.

8 types de structures secondaires différentes sont généralement identifiées : les hélices 319, « et ™ dont
les symboles sont G, H et I selon si ’espace entre les résidus est de 3, 4 ou 5. Il y a aussi deux types de
feuillets /3, le pont 5 avec le symbole B et le bulge 8 avec E. Nous avons aussi les tournants 7" et .S pour
les régions tres courbées, quand I’angle entre le résidu i et i+2 est de moins de 70°. Mais il se peut aussi
qu’aucune régle ne s’applique. Dans notre cas, ces 8 groupes seront regroupés en 3 groupes distincts avec
les hélices (G, H et I) d’un cbté, les feuillets 5 (B et ) de I’autre et le restant (1, S et non identifié) a

part.



Chapitre 3
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3.1 Introduction

L’accumulation importante de données disponibles publiquement, venues de domaines scientifiques
divers, motive le développement de méthodes de réduction de la dimensionnalité, qui en permettent 1’ex-
ploitation. La réduction de la dimensionnalité est la transformation de données de dimensionnalités élevées
(généralement N >> 3) en une représentation de dimensionnalité plus basse (n < 3) et significative.
On définit la dimension intrinseque des données comme la dimension minimale (en nombre de para-
metres/variables) nécessaires pour représenter fidelement le contenu des données. Idéalement, la repré-
sentation obtenue par réduction de dimensionnalité devrait refléter la dimension intrinséque des données.
Les algorithmes de réduction de la dimensionnalité, tels que ceux utilisant les méthodes de regroupement
(clustering) sont indispensables pour classifier, visualiser et compresser les informations de haute dimen-
sion afin d’en faciliter I’interprétation.

Des méthodes de réduction linéaire sont fréquemment utilisées, telles que I’analyse en composantes
principales (Principal Component Analysis) (PCA) [Pearson, 1901]. Cependant, cette méthode ne peut pas
traiter de maniere efficace des données non linéaires. Le positionnement multidimensionnel (Multidimen-
sional Scaling) (MDS) est une méthode dont le but est de générer une représentation de basse dimension
des données en respectant la distance euclidienne que les sépare. Il existe plusieurs variants qui peuvent
étre soit linéaires ou non linéaires ou bien encore métriques ou non métriques. Cependant, le terme posi-
tionnement multidimensionnel peut aussi étre utilisé en tant que classe de méthodes statistiques regroupant
les méthodes ISOmetric MAPping (ISOMAP)[Tenenbaum et al., 2000] ou encore Stochastic Proximity
Embedding (SPE) [Agrafiotis, 2003]. Ces derni¢res sont exclusivement non linéaires, elles ont donc la pos-
sibilité de manier des données non linéaires. Ces méthodes présentent un avantage sur les données issues
du monde réel, car ces dernieres ont une tres forte chance d’étre non linéaires.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulierement a quelques méthodes de réduction de
la dimensionnalité qui peuvent étre appliquées en biologie structurale. Loin d’&tre parfaitement exhaustifs,
nous ferons un rapide état des lieux de I’utilisation de la PCA, couramment utilisée en modélisation molé-
culaire. Nous verrons pourquoi il a été nécessaire d’aller plus loin dans le cadre de ce travail pour exploiter
au mieux les conformations obtenues par dynamique moléculaire accélérée. Nous décrirons la méthode

Stochastic Proximity Embedding (SPE) utilisée, ainsi que celles qui I’ont précédé 