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SPPS  Synthèse Peptidique sur Support Solide 

TA  Température Ambiante 

TFA  Acide Trifluoroacétique 

TIS  Triisopropylamine 

TRIS  Trishydroxyméthylaminométhane 
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1  Introduction 

1.1  Les Récepteurs Couplés aux Protéines-G 

Les Récepteurs Couplés aux Protéines-G (RCPGs) sont les membres de la famille de 

protéines la plus représentée chez l’espèce humaine. En effet, plus de 800 RCPGs ont été 

identifiés chez l’homme [Lagerström et Schiöth 2008] même si l’on ne connait pas la fonction 

réelle d’un certain nombre d’entre eux. Ces récepteurs membranaires, par leur forte implication 

au niveau physiologique et pathologique, constituent actuellement plus d’un tiers des cibles 

thérapeutiques de médicaments sur le marché [Sriram et Insel 2018]. Elle représente également 

la plus large famille génétique chez les mammifères avec plus de 3% des gènes. Leur nom est 

issu de leur capacité à se lier aux protéines-G (pGs), elles-mêmes nommées ainsi car capables 

de lier les Guanosine Di et Triphosphate (GDP et GTP). Les RCPGs sont également capables 

de se lier à une large variété de ligands qui incluent de petites molécules organiques, des 

peptides, des protéines, mais aussi des lipides [Fredriksson et al. 2003; Venkatakrishnan et al. 

2013]. Près de la moitié de ces récepteurs sont d’ailleurs capables de s’activer en réponse à des 

stimuli extérieurs, comme les photons. Ces récepteurs sensoriels sont impliqués dans la vision, 

la perception des odeurs et du goût sucré, amer et umami [Julius et Nathans 2012]. Ces 

récepteurs sont retrouvés de manière ubiquitaire dans toutes les cellules, chaque type cellulaire 

exprimant néanmoins un set de récepteurs qui lui est propre. En novembre 2017, il est estimé 

qu’un peu plus d’une centaine de RCPGs sont la cible d’un médicament sur le marché [Hauser 

et al. 2017]. Au vu du nombre de celles-ci, les RCPGs forment donc encore un vivier de cibles 

potentielles particulièrement riche pour le développement futur de drogues. 

1.1.1  Historique 

C’est au début du 20ème siècle que le pharmacologiste Langley décrivit précisément les 

notions de substance réceptrice et d’effecteur [Langley 1905]. Longtemps, ce concept ne fit pas 

l’unanimité, et ce malgré une forte progression du domaine des années 1920 à 1970 par des 

pionniers tels qu’Ariens, Clark, Dale, Stephenson, Black, Gaddum, Schild et Furchgott 

[Limbird 1996]. Dans les années soixante, Sutherland montra l’existence d’un second 

messager, l’Adénosine Monophosphate Cyclique (AMPc), comme résultat de l’activation de 

certains récepteurs [Robison, Butcher, et Sutherland 1967]. Au même moment Krebs 

découvrait les kinases AMPc-dépendantes, un effecteur direct de l’AMPc [Walsh, Perkins, et 
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Krebs 1968]. En 1971, Rodbell proposa l’existence d’une protéine régulatrice du nucléotide 

Guanine qui serait un transducteur entre les récepteurs d’hormones et l’Adenylyl cyclase 

[Rodbell et al. 1971], cette protéine sera nommée quelques années plus tard Gs [Gilman 1987]. 

Ces découvertes permettront une forte progression du domaine car il était désormais possible 

de suivre l’activation d’un récepteur par le suivi de cette voie de signalisation, au lieu des 

méthodes à l’époque classiques mais moins précises comme la mesure de la contraction des 

myocytes. 

Dans les années soixante-dix, l’existence de molécules couplées aux enzymes produisant 

les seconds messagers restait à prouver. Pour se faire, des techniques de liaison de radio ligand 

furent développées. Par exemple le laboratoire de Snyder développa des ligands pour des 

récepteurs de neurotransmetteurs comme les récepteurs opiacés [Pert et Snyder 1973]. En une 

décennie, on vit l’explosion du nombre de radio ligands disponibles pour étudier les 

phénomènes de liaisons aux RCPGs. Ceci permit d’obtenir des informations importantes sur la 

régulation dynamique de nombreux récepteurs, mais également sur le couplage entre ceux-ci et 

les protéines-G [De Lean, Stadel, et Lefkowitz 1980; Kent, De Lean, et Lefkowitz 1980]. Une 

autre conséquence fut la capacité à identifier spécifiquement un RCPG en utilisant les radios 

ligands, ce qui permit ensuite de les purifier sélectivement et donc de les isoler. Aussi, il fut 

possible de découvrir un certain nombre de nouveaux sous-types de RCPGs. Cette purification, 

le laboratoire de Leftkowitz y participa activement, ce qui amena à l’isolement du récepteur 

Adrénergique β2 (β2AR) [Shorr, Lefkowitz, et Caron 1981], puis des récepteurs Adrénergiques 

α1B et α2A [Lomasney et al. 1986; Regan et al. 1986]. 

En 1983, la séquence de la Rhodopsine fut déterminée par dégradation d’Edman, 

technique de séquençage classique des protéines [Hargrave et al. 1983], suggérant la présence 

de sept domaines hydrophobes, possiblement trans-membranaires. A l’époque, seule la 

Bactériorhodopsine également impliquée dans la réponse aux signaux lumineux, était 

séquencée et possédait également les sept domaines hydrophobes [Khorana et al. 1979]. Il fut 

émis l’hypothèse qu’il s’agissait d’une caractéristique des récepteurs sensibles aux photons. 

Toutefois en 1986, il fut possible de cloner le gène du récepteur β2AR, facilité par le fait qu’il 

ne soit codé que par un seul exon [Dixon et al. 1986]. Ces différents travaux de recherche 

permirent déjà à l’époque de mettre en évidence des caractéristiques communes à tous les 

RCPGs (Figure 1) : sept domaines transmembranaires (TM) hydrophobes connectés par des 

boucles intra et extra-cellulaires (ICL et ECL respectivement) possédant un site de 

glycosylation conservé et des sites de phosphorylation dans la partie C-terminale. 
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Figure 1 : Structure générale d’un Récepteur Couplé aux Protéines-G ; ici la structure de la Rhodopsine (code 

PDB : 1F88) [Palczewski et al. 2000]. 

Depuis ces travaux fondateurs, le nombre de RCPGs isolés a considérablement augmenté, 

même si de nombreux récepteurs, appelés récepteurs orphelins, n’ont pas encore de ligand 

endogène identifié. L’augmentation de la sensibilité des méthodes de tests pharmacologiques 

in vitro a également permis de mettre en évidence une activité constitutive (ou activité basale) 

pour nombre de ces récepteurs [Leurs et al. 2000; Seifert et Wenzel-Seifert 2002], des effets 

divers de leurs ligands selon leur capacité à stimuler ou inhiber leur activité : agoniste, 

antagoniste, agoniste inverse [Latorraca, Venkatakrishnan, et Dror 2017] ou encore les effets 

allostériques liés à leur dimérisation/oligomérisation [Ferré et al. 2014]. Des études récentes 

ont également montré que leur activité pouvait être régulée par la composition même de la 

membrane [Inagaki et al. 2012; Dawaliby et al. 2016; Casiraghi et al. 2016; Ramírez‐Anguita 

et al. 2018] 

Ces dernières années, la détermination de la structure des RCPGs par cristallographie ou 

autres méthodes de résolution structurale a connu un véritable essor. Depuis la résolution de la 

structure de la Rhodopsine en 2000 [Palczewski et al. 2000], de nombreuses autres structures 
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ont été déposées dans la « Protein Data Bank » (PDB) montrant ces récepteurs seuls ou 

complexés à différents ligands agonistes, antagonistes ou agonistes inverses, ou encore 

montrant ces récepteurs couplés à leurs partenaires intra-cellulaires favoris : protéines-G 

[Rasmussen et al. 2011; García-Nafría et al. 2018; Koehl et al. 2018] ou β-Arrestine [Zhou et 

al. 2017].  

Ces structures constituent autant de modèles de départ possibles pour des études de 

modélisation moléculaire, avec néanmoins quelques précautions à prendre. En effet, la plupart 

du temps, la cristallisation de ces récepteurs nécessite des modifications structurales non 

négligeables comme par exemple l’insertion du côté intra-cellulaire du Lyzozyme T4 entre les 

TM5 et TM6, ou encore la troncation de ces récepteurs du côté N ou C-terminal, quelquefois 

sur des segments de plus de 30 résidus. Même si ces structures apportent des informations clés 

à l’échelle moléculaire, elles décrivent un nombre encore assez limité de récepteurs (environ 

50). Il est aussi à noter que la plupart de ces récepteurs semblent cristalliser dans un même état 

conformationnel, et ce quelque-soit le ligand. Il y a donc une barrière technologique qui doit 

encore être franchie afin d’élargir ces données structurales et décrire la grande variabilité 

conformationelle de ces récepteurs à l’échelle moléculaire, comme montré par les études 

biophysiques récentes [Preininger, Meiler, et Hamm 2013; Latorraca, Venkatakrishnan, et Dror 

2017; Vaidehi, Bhattacharya, et Larsen 2014]. Ces deux dernières années, les avancées en Cryo-

Microscopie Electronique (Cryo-EM) ont permis d’obtenir de nombreuses nouvelles structures, 

et d’apporter une vue un peu plus dynamique de ces récepteurs. Malgré tout, et ce quelque-soit 

la méthode de résolution structurale utilisée, le résultat reste une vue figée de ces systèmes qui 

pourtant subissent des mouvements de large amplitude lors de leur activation, comme montré 

par des études biophysiques récentes [V. V. Gurevich et Gurevich 2017; Latorraca, 

Venkatakrishnan, et Dror 2017; Schihada et al. 2018]. Ces changements de conformation 

apparaissent à des échelles de temps qui restent trop courtes pour être caractérisées à l’échelle 

structurale (de l’ordre de la µs) [Dror et al. 2012]. C’est pourquoi l’étude par modélisation 

moléculaire des RCPGs apparaît comme une alternative qui vient compléter cette vue rigide de 

ces systèmes et permettre la prédiction de leurs mouvements à l’échelle moléculaire. Ces 10 

dernières années, les avancées informatiques permettant notamment l’utilisation de GPUs pour 

le calcul scientifique mais aussi le développement de modèles (champs de forces) simplifiés 

comme les modèles gros-grains, ont rendu presque facile l’étude de ces systèmes à une échelle 

de temps bien supérieure à la µs. 
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1.1.2  Structures des RCPGs 

Les Récepteurs Couplés aux Protéines-G sont caractérisés par sept domaines 

transmembranaires (TM) structurés en hélice et qui traversent de part en part la bicouche 

lipidique de la membrane cellulaire. Ces segments sont reliés entre eux par trois boucles extra-

cellulaires (ECL) et trois boucles intra-cellulaires (ICL). La partie N-terminale, de longueur, 

rôle et composition très variés d’une famille de récepteur à l’autre, se trouve à l’extérieur de la 

cellule alors que la partie C-terminale se trouve à l’intérieur. Chez les récepteurs de la sous-

classe A (Rhodopsine), le segment C-terminal adopte souvent une structure en hélice et se 

positionne à plat sur la face intra-cellulaire de la membrane, ce segment est également appelé 

« hélice 8 » [Cherezov et al. 2007]. 

Du côté extra-cellulaire, les sept segments membranaires forment ensemble une cavité 

servant de poche de liaison au ligand. Selon les récepteurs, cette poche est plus ou moins grande, 

et plus ou moins positionnée en profondeur [Katritch, Cherezov, et Stevens 2012]. Du coté 

intra-cellulaire les RCPGs se lient à différents partenaires, notamment (comme leur nom 

l’indique) aux protéines-G (Figure 2). De nombreuses structures sont disponibles décrivant ces 

partenaires privilégiés des RCPGs [Rasmussen et al. 2011; García-Nafría et al. 2018; Koehl et 

al. 2018]. Il s’agit d’un hétéro-trimère composé des sous-unités α, β et γ. La sous unité α se 

compose d’une part d’un domaine dit « ras-like », retrouvé dans les petites protéines-G [J. 

Cherfils et al. 1997] et composé d’un feuillet β à six brins et de cinq hélices α, et d’autre part 

d’un domaine hélicoïdal, très mobile [Preininger, Meiler, et Hamm 2013] et difficile à observer 

en cristallographie en l’absence du GDP [Rasmussen et al. 2011]. La sous unité β se compose 

d’une hélice dans sa partie N-terminale et d’un ensemble de sept feuillets β à quatre brins 

antiparallèles. Elle interagit avec la sous-unité γ, structurée en hélice. Il est à noter ici que les 

différentes sous-unités des protéines-G sont la plupart du temps ancrées à la membrane via des 

résidus modifiés par des chaînes grasses. 
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Figure 2 : Modèle d’un RCPG (en orange) complexé à une protéine-G hétéro-trimérique; ici le récepteur β2AR 

(code PDB : 3SN6) complexé à Gi [Rasmussen et al. 2011] , construite d’après sa structure cristallographique 

(code PDB : 1GP2) [Wall et al. 1995]. 

C’est en 2000 qu’est publiée la première structure d’un RCPG. Il s’agit de la structure 

cristallographique de la Rhodopsine bovine [Palczewski et al. 2000]. Cette structure restera 

unique jusqu’en 2007 et la publication de la structure du récepteur Adrénergique β2 (β2AR) 

[Rasmussen et al. 2007]. Les années suivantes, de nombreuses structures seront publiées 

décrivant de nombreux autres récepteurs liés à des ligands de natures très diverses (Figure 3), 

mais n’apportant finalement que peu de nouvelles informations clés quant à la structure et/ou 

la dynamique des RCPGs. La grande avancée suivante réside dans la publication de la première 

structure d’un complexe RCPG:pG, à savoir le complexe β2AR:Gs [Rasmussen et al. 2011].  
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Figure 3 : Evolution du nombre de structures de RCPGs disponibles dans la PDB ; d’après la base de données 

GPCRdb.org au 1er Septembre 2018. 

Dans tous les cas en revanche, la dynamique de ces récepteurs a été limitée en vue de leur 

cristallisation, via la stabilisation de leur structure par plusieurs biais : la co-cristallisation avec 

un ligand de bonne affinité et stabilisant le récepteur dans un état pseudo-inactif (antagoniste 

ou agoniste inverse), la production de récepteurs mutés et thermo-stables par mutagénèse 

dirigée et/ou l’ajout d’une protéine de fusion dans la boucle ECL3 ou d’un anticorps intra-

cellulaire. À l’heure actuelle, les structures de 52 RCPGs différents ont été résolues, 

majoritairement présentant une conformation inactive [GPCRdb.org].  

1.1.3  Les différentes familles de RCPGs 

Il y a trente-cinq ans, Hargrave publiait la première structure primaire (séquence) d’un 

RCPG : le récepteur Rhodopsine [Hargrave et al. 1983]. Cette protéine située dans la membrane 

plasmique était capable de transférer l’énergie d’un signal lumineux externe vers l’intérieur de 

la cellule. Depuis, de nombreux RCPGs ont été identifiés et caractérisés, nécessitant de les 

regrouper en sous-familles [Lefkowitz 2004], selon leur séquence, leur capacité à lier différents 

types de ligands ou également en fonction des réponses biologiques qu’ils initient. 
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Au cours du temps, de nombreuses classifications ont vu le jour. Puisque toutes les 

séquences de RCPGs ont été identifiées, la plus exhaustive est basée sur une classification 

phylogénétique de celles-ci. Attwood et Finland ont en 1993 classé les RCPGs en se basant sur 

les empreintes de séquence des sept domaines TMs, spécificité structurale des RCPGs [Attwood 

et Findlay 1993]. En 1994, Kolakowski proposa une classification comportant toutes les 

protéines pouvant se lier aux protéines-G et non seulement les récepteurs de type Rhodopsine 

[Kolakowski 1994]. Ce système nomme les groupes ainsi formés par une lettre allant de A à F, 

et O pour ceux possédant bien les sept TMs mais ne se liant pas aux protéines-G. Parmi ces 

classes, les récepteurs de phéromones (classe D) et les récepteurs de l’Adénosine 

monophosphate cyclique (classe E) sont des RCPGs qui ne sont pas présents chez l’homme. 

Une variation de cette nomenclature est utilisée par l’ « Union of Pharmacology, Comitee on 

Receptor Nomenclature and Classification » (NC-IUPHAR). Bockaert et Pin proposèrent en 

1999 une classification similaire dans laquelle les RCPGs sont regroupés dans des familles 

numérotées de 1 à 5 en fonction de leur structure mais également de la nature de leur ligand 

[Bockaert et Pin 1999]. 

En 2001, l’accès au génome humain a permis de récupérer la majeure partie des séquences 

complètes des RCPGs [Venter et al. 2001]. Indépendamment, Fredriksson se basa sur la 

phylogénie des 802 RCPGs connus pour les séparer en famille [Fredriksson et al. 2003]. Il s’agit 

de la classification GRAFS, acronyme du nom des 5 principales familles : Glutamate, 

Rhodopsine, Adhésion, Frizzled/Taste2 et Sécrétine. On retrouve ici une classification proche 

de celle de Kolakowski. Le groupe A devint la famille Rhodopsine, accueillant la majeure partie 

des protéines, et se vit alors divisé en quatre sous-familles. Le groupe B quant à lui, se sépara 

pour devenir les groupes Sécrétine et Adhésion (respectivement B1 et B2). Il rajoute également 

un nouveau groupe de récepteurs découvert peu de temps avant : Taste2 [Adler et al. 2000].  

La principale nomenclature utilisée aujourd’hui est celle de Fredriksson même si les 

différentes familles sont toujours désignées par leur nom de classe utilisé par NC-IUPHAR et 

issu de la classification de Kolakowski. Pour désigner les familles dans ce manuscrit, les deux 

seront utilisées. Le Tableau 1 présente la répartition des RCPGs dans ces différentes sous-

familles et leurs structures disponibles dans la PDB. 



 
 
 

1  Introduction 

11 
 

 

Tableau 1 : Populations et nombre de structures résolues pour chacune des sous-familles de RCPGs ; les 6 RCPGs 

de la classe O (Autres) humains ont été exclus de ce tableau ; d’après GPCRdb.org au 1er Septembre 2018. 

1.1.3.a  Rhodopsine ou classe A  

La famille des récepteurs Rhodopsine ou classe A correspond à la plus vaste famille avec 

près de 700 membres et, de par le nombre de récepteurs qu’elle contient, est la principale cible 

des molécules à visée thérapeutique. Cette sous-classe de récepteurs possède une grande 

diversité, à la fois au niveau structural mais aussi de par la nature des ligands qu’elle englobe : 

peptides, lipides ou odorants. Toutefois, cette diversité n’est pas contenue dans la partie N-

terminale de ces récepteurs, généralement assez courte, mais dans les TMs. Il y a tout de même 

des exceptions comme le récepteur de la Thrombine qui possède un site de clivage intrinsèque 

dans sa partie N-terminale, et qui peut servir de ligand tant qu’il n’est pas clivé par la Thrombine 

[Vu et al. 1991]. Cette hétérogénéité des récepteurs de la classe A a conduit à une subdivision 

en 4 sous-groupes : α, β, γ, et δ. 

 La structure de la Rhodopsine publiée en 2000 a permis de montrer un réseau de 

connexions inter-hélice essentiel pour la stabilisation et l’activation du récepteur et commun à 

la grande partie des récepteurs de la classe A [Palczewski et al. 2000]. Quelques années plus 

tard, la structure du β2AR apporte un second modèle de RCPG « Rhodopsine-like » [Cherezov 

et al. 2007]. La comparaison de ces deux structures montre déjà toute la problématique de se 

baser sur un modèle unique pour prédire la structure de toute cette famille de RCPGs, avec des 

différences drastiques dans la partie extra-cellulaire, mais aussi dans l’orientation de certains 

résidus des TMs.  
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Figure 4 : Classification des récepteurs de la sous-famille Rhodopsine (classe A); les points rouges correspondent 

aux récepteurs dont la structure (ou partie de la structure) est résolue ; d’après GPCRdb.org au 1er Septembre 

2018. 

Le sous-groupe α comporte d’importantes cibles thérapeutiques comme les récepteurs de 

la Dopamine, les récepteurs de l’Histamine, les récepteurs de la Sérotonine ou encore les 

récepteurs Adrénergiques. Ces ligands, essentiellement amines, se lient dans le site de liaison 

orthostérique délimité par les TMs. Il s’agit de cibles thérapeutiques très importantes avec par 

exemple les récepteurs Muscariniques impliqués dans le développement des cellules tumorales 

lors de cancers, mais également la cible de traitements traitant la schizophrénie à cause de son 

rôle de régulateur de la neurotransmission de la Dopamine et du Glutamate [Spindel 2012; 

Bymaster et al. 2002].  
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Le sous-groupe β est composé principalement de récepteurs liant des peptides et dont le 

site de liaison se trouve entre les TMs avec la participation des boucles extra-cellulaires et de 

la partie N-terminale. Parmi ceux-ci on retrouve les récepteurs de l’Endothéline, de la 

Gonadotropine, de l’Ocytocine, mais également le récepteur du Neuropeptide Y. Ce dernier est 

d’ailleurs une cible thérapeutique intéressante. En effet, le Neuropeptide Y est impliqué dans 

un certain nombre de maladie comme l’athérosclérose, l’hypertension, l’obésité, l’épilepsie et 

des dérèglements métaboliques [M. Yi et al. 2018]. De plus, celui-ci est surexprimé dans de 

nombreux types de cancers, ce qui en fait un biomarqueur pour le diagnostic et le traitement de 

cette maladie [Li, Tian, et Wu 2015]. 

Le sous-groupe γ regroupe des récepteurs se liant à des peptides et des lipides et contient 

les récepteurs Opioïdes, les récepteurs de l’Angiotensine ou encore les récepteurs de 

Chimiokine, notamment impliqués dans la propagation du Virus de l’Immunodéficience 

Humain (VIH) et certains cancers [Fätkenheuer et al. 2005; Keane et al. 2004].  

Le sous-groupe δ contient des récepteurs se liant à des glycoprotéines et à des nucléotides, 

et d’autres récepteurs activés par les protéases. Mais ce groupe est majoritairement constitué 

des récepteurs olfactifs avec un nombre estimé à 400 chez l’homme, et qui sont divisés en deux 

classes I et II. Leur site de liaison se trouve sur les parties les plus extra-cellulaires des TM3, 

TM5, TM6, TM7 et l’ECL2 [Man, Gilad, et Lancet 2004]. Ils peuvent être activés par une 

grande variété de molécules odorantes (ou odorants), peu spécifiques. En effet, un même 

odorant est capable la plupart du temps d’activer plusieurs récepteurs olfactifs [Malnic et al. 

1999]. Dans ce champ d’application, il y a une notion de code combinatoire qui pourrait 

permettre à la cellule de reconnaitre un grand nombre d’odorants. Il est à noter que la majorité 

des récepteurs olfactifs demeurent orphelins. 

1.1.3.b  Sécrétine ou classe B1 

La famille des récepteurs Sécrétine ou classe B1 comprend 15 membres. Ces récepteurs 

ont tous un domaine extra-cellulaire qui lie des hormones peptidiques dont la Calcitonine, le 

Glucagon, la Sécrétine ou des peptides intestinaux vasoactifs. Leurs sites de liaison se trouvent 

dans leur partie N-terminale très variable d’un récepteur à l’autre mais possédant toute trois 

ponts disulfures, et les trois boucles extra-cellulaires. Il a été proposé que la liaison de 

l’hormone permettrait de faire un pont physique (mais non covalent) entre ces deux sites de 

liaison, stabilisant ainsi le récepteur dans un ensemble de conformations actives [Unson et al. 

2002; Grace et al. 2004].  
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Figure 5 : Classification des récepteurs de la sous-famille Sécrétine (classe B1) ; les points rouges correspondent 

aux récepteurs dont la structure (ou partie de la structure) est résolue ; d’après GPCRdb.org au 1er Septembre 

2018. 

1.1.3.c  Adhésion ou classe B2 

La famille des récepteurs Adhésion ou classe B2 comporte 33 récepteurs. Premièrement 

regroupés avec les récepteurs Sécrétine, ces récepteurs se distinguent par une partie N-terminale 

très longue et contenant de nombreux sites fonctionnels spécifiques, ainsi qu’un domaine 

protéolytique. Ces domaines de la partie N-terminale sont identiques à d’autres protéines avec 

des domaines lectine, laminine, ou immuglobuline. Les récepteurs de cette famille se lient aux 

protéines de la matrice extra-cellulaire [Liebscher, Schöneberg, et Prömel 2013].  

 

Figure 6 : Classification des récepteurs de la sous-famille Adhésion (classe B2) dont aucune structure n’est 

connue ; d’après GPCRdb.org au 1er Septembre 2018. 
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1.1.3.d  Glutamate ou classe C 

La famille des récepteurs Glutamate ou classe C comporte 22 membres avec les deux 

récepteurs GABA, le récepteur senseur de calcium, les huit récepteurs métabotropes du 

Glutamate et les récepteurs du gout sucré et umami. Le site de liaison se situe dans la région N-

terminale repliée en deux domaines dont la structure tertiaire est maintenue par des ponts 

disulfures intra-protomériques [Kunishima et al. 2000; O’Hara et al. 1993]. 

 

Figure 7 : Classification des récepteurs de la sous-famille Glutamate (classe C) ; les points rouges correspondent 

aux récepteurs dont la structure (ou partie de la structure) est résolue ; d’après GPCRdb.org au 1er Septembre 

2018. 

1.1.3.e  Frizzled ou classe F 

La famille des récepteurs Frizzled ou classe F regroupe les récepteurs Frizzled (FZD), au 

nombre de 10 chez l’homme, ainsi que le récepteur Smoothened (SMO). Ils possèdent une 

région N-terminale riche en cystéines dont huit sont conservées dans tous les récepteurs. Les 

principaux ligands des FZD sont les glycoprotéines Wnt [Dijksterhuis, Petersen, et Schulte 

2014], impliquées dans l’embryogénèse et le cancer, alors que le SMO semble fonctionner sans 

ligand comme unité de signalisation [Murone, Rosenthal, et de Sauvage 1999].  



 
 
 

1  Introduction 
 

16 
 

 

Figure 8 : Classification des récepteurs de la sous-famille Frizzled (classe F) ; les points rouges correspondent aux 

récepteurs dont la structure (ou partie de la structure) est résolue ; d’après GPCRdb.org au 1er Septembre 2018.. 

1.1.3.f  Taste2 ou classe T 

Les récepteurs de la famille Taste2 ou classe T ont d’abord été regroupés par classification 

phylogénétique avec la famille des récepteurs Frizzled malgré leurs grandes différences, avant 

de devenir une classe à part entière [Nordström et al. 2011]. La famille comporte 25 membres 

qui sont principalement orphelins. Les récepteurs Taste2 sont des RCPGs relativement courts 

avec des extrémités N et C-terminales très courtes, et ne possédant pas de pont disulfure entre 

les boucles extra-cellulaires [Adler et al. 2000]. On les retrouve impliqués dans les mécanismes 

de perception du goût amer [Chandrashekar et al. 2000].  

 

Figure 9 : Classification des récepteurs de la sous-famille Taste2 (classe T) dont aucune structure n’est connue ; 

d’après GPCRdb.org au 1er Septembre2018. 
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1.1.4  Partenaires principaux des RCPGs 

Les Récepteurs Couplés aux Protéines-G disposent d’un large panel de partenaires, extra 

et intra-cellulaires. Ces partenaires possibles incluent des ligands organiques ou peptidiques de 

tailles assez diverses ou bien encore des protéines. Leurs interactions avec leurs différents 

partenaires ont pour effet de moduler l’activité de ces récepteurs, en agissant sur leurs équilibres 

conformationnels intrinsèques [Manglik et Kobilka 2014]. L’activité de certains RCPGs, 

notamment de la classe A, peut être modulée par la liaison d’un simple ion sodium [Katritch et 

al. 2014]. Plus récemment, le rôle de la membrane a aussi été pointé du doigt, montrant que sa 

composition pouvait directement agir sur le degré d’activation de ces récepteurs [Luchetti et al. 

2016; Manna et al. 2016; Bolivar et al. 2016; Casiraghi et al. 2016]. Enfin, il ne faut pas oublier 

ici de rappeler que ces récepteurs sont aussi capables d’interagir entre eux (homo ou hétéro-

dimérisation/oligomérisation) [Ferré et al. 2014], ouvrant des possibilités de cross-régulation 

quasi-infinies. 

1.1.4.a  Partenaires extra-cellulaires 

Comme décrit déjà plus haut, chaque récepteur peut accueillir de manière spécifique des 

ligands dont la nature et la taille sont très variées : médiateurs aminergiques, peptides, protéines, 

lipides, nucléotides, stéroïdes, acides alicarboxyliques, ions, ou encore être activés par des 

stimuli sensoriels externes comme des photons dans le cas de la Rhodopsine ou des odorants 

pour d’autres récepteurs de la classe A. La liaison de ligands dans le site orthostérique des 

RCPGs peut, selon les cas, stimuler (ligand agoniste) ou bloquer (antagoniste) l’activité du 

récepteur. Du fait que nombre de ces récepteurs sont également caractérisés par une activité 

basale, c’est à dire une activité en l’absence de ligand, une molécule capable de diminuer cette 

activité sera alors désignée comme agoniste inverse. Dans tous les cas, un ligand peut s’avérer 

plus ou moins efficace, on parle alors par exemple d’agoniste plein pour un ligand capable 

d’augmenter la réponse biologique à son maximum connu et d’agoniste partiel pour un ligand 

moins efficace (Figure 10). Cette terminologie peut également être utilisée pour les agonistes 

inverses. Dans ce contexte en revanche, l’antagoniste est une molécule capable de se lier au 

récepteur sans provoquer d’effet sur l’activité basale, mais qui peut, par compétition, bloquer 

l’accès d’autres ligands à la poche orthostérique. 
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Figure 10 : Représentation des effets possibles provoqués par la liaison d’un ligand à un RCPG sur l’activité de 

celui-ci ; d’après [Louet 2012]. 

Etant donné qu’un même récepteur peut être associé à différentes voies de signalisation, 

il est très important de faire le lien entre cette activité et une voie de signalisation bien définie. 

Ainsi, un même ligand peut s’avérer être agoniste d’une certaine voie et antagoniste d’une autre 

en se liant au même récepteur [Galandrin et Bouvier 2006]. Les données issues de la 

biophysique, et notamment de la RMN montrent que ces récepteurs oscillent entre différentes 

conformations actives et inactives, en équilibre [Okude et al. 2015; Latorraca, Venkatakrishnan, 

et Dror 2017]. Cet équilibre explique l’activité basale de certains de ces récepteurs. Aussi, 

l’activation ou l’inactivation d’un récepteur par un ligand peut être vue comme le déplacement 

de cet équilibre vers une conformation particulière, permettant le couplage plus ou moins facile 

aux différents partenaires intra-cellulaires, et donc l’activation préférentielle de certaines voies 

de signalisation. Cette sélectivité de voie de signalisation est encore mal comprise mais capitale 

pour le développement de composés aux effets plus contrôlés (ligands « biaisés »). Il a été 

suggéré que cette sélectivité pourrait être liée à une position intermédiaire du ligand (ou 

« vestibulaire »), avant d’adopter son orientation finale dans la poche orthostérique [Dror, Pan, 

et al. 2011; Kofuku et al. 2012]. 

En plus de ce site de liaison « orthostérique » bien identifié, il a été suggéré que l’activité 

des RCPGs pourrait être régulée par la fixation de ligands ou partenaires dans d’autres sites dits 

« allostériques ». On parle de modulateur allostérique positif (MAP) si la liaison de ce ligand 

augmente l’activité du récepteur ou de modulateur allostérique négatif (MAN) s’il la diminue 

(Figure 11). De ce point de vue, et comme déjà suggéré plus haut, les ions, la membrane et 



 
 
 

1  Introduction 

19 
 

autres partenaires des RCPGs peuvent être tous vus comme des modulateurs allostériques dès 

lors qu’ils ne se lient pas dans la poche orthostérique. 

 

Figure 11 : Représentation de l’effet modulatoire positif (MAP) et négatif (MAN) d’un ligand allostérique sur 

l’activité d’un RCPG. 

1.1.4.b  Partenaires intra-cellulaires 

Les RCPGs possèdent de nombreux partenaires possibles du côté intra-cellulaire, dont 

évidemment les protéines-G comme déjà discuté plus haut. Les protéines-G sont ubiquitaires et 

jouent un rôle très important dans un grand nombre de processus biologiques, car étant les 

premières actrices de l’activation d’une pléiade de voies de signalisation. Il existe différents 

types de protéines-G hétéro-trimériques ayant des fonctions cellulaires spécifiques. C’est 

principalement la sous-unité α qui va définir les propriétés de la protéine-G. Il existe quatre 

familles de sous-unités α : αs, αi, αq et α12. Les sous-unités β et γ quant à elles, forment un 

complexe très stable généralement impossible à dénaturer [Handbook of Cell Signaling 2003]. 

Enfin, il est à noter que les différentes sous-unités de la protéine-G présentent très peu de 

diversité conformationnelle, notamment les sous-unités β et γ. 

Les interactions à l’échelle moléculaire des protéines-G avec les RCPGs, ainsi que leur 

mécanisme d’activation seront décrits plus en détails dans la partie suivante (voir partie 1.1.5). 

Il a été montré récemment qu’en se couplant à leurs récepteurs, les protéines-G sont directement 

capables d’affecter leur dynamique intrinsèque, que ce soit avec ou sans ligand [Renault et al. 

2018]. Récemment, notre équipe a montré que dans le cas du récepteur de la Ghréline, il existait 

un complexe récepteur:protéine-G inactif [Damian et al. 2015].  
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Les protéines-G, après activation, interagissaient avec différentes protéines appelées 

effecteurs. Ces effecteurs provoquent alors soit une cascade d’interactions amenant à la réponse 

biologique, on parle alors de seconds messagers, soit être directement impliqués dans cette 

réponse biologique, comme c’est le cas par exemple des canaux ioniques. Lors de l’activation 

des protéines-G, leurs sous-unités α et βγ ont alors différents partenaires possibles qui 

dépendent directement de leur nature. Ces effecteurs sont présentés dans le Tableau 2.  

 

Tableau 2 : Liste des effecteurs des quatre familles de la sous-unité α et du complexe βγ ; d’après [Milligan et 

Kostenis 2006]. 

Après leur activation, les RCPGs sont désensibilisés via différents partenaires intra-

cellulaires. Les kinases-RCPG (GRK) (Figure 12)  phosphorylent ainsi les sérines et thréonines 

présentes sur la face intra-cellulaire du récepteur, notamment son segment C-terminal, afin de 

provoquer le départ de la protéine-G [Bouvier et al. 1988; Nakata et al. 1994]. Les kinases sont 

des enzymes de type transférase catalysant les réactions de phosphorylation par ajout d’un ion 

phosphate de l’Adénosine triphosphate (ATP) vers certains acides aminés. Chez l’homme, les 

GRKs sont au nombre de sept. 
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Figure 12 : Structure d’une Kinase-RCPG, ici la GRK5 (code PDB : 4TNB) [Komolov, Bhardwaj, et Benovic 2015]. 

Toutefois cette phosphorylation n’est pas suffisante pour produire une désensibilisation 

complète du récepteur, ce qui nécessite l’implication d’autres partenaires comme l’Arrestine 

[Pitcher et al. 1992]. Les arrestines (Figure 13) sont une famille de protéines régulatrices ayant 

une haute affinité pour le récepteur phosphorylé [Lohse et al. 1990]. Ces protéines sont capables 

de découpler la protéine-G du récepteur par compétition [Krupnick et Benovic 1998], et jouent 

également un rôle dans l’internalisation du récepteur et le trafic intra-cellulaire des RCPGs. 

Elles peuvent également jouer un rôle varié dans la signalisation cellulaire en se complexant à 

d’autres protéines [E. V. Gurevich et Gurevich 2006]. Ces arrestines sont au nombre de quatre 

chez les vertébrés. Deux des arrestines sont impliquées dans la vision : l’Arrestine-1 dans les 

bâtonnets et les cônes, et l’Arrestine-4 présente uniquement dans les cônes. Les Arrestine-2 et 

Arrestine-3, aussi appelées β-Arrestine et β-Arrestine-2, sont ubiquitaires, mais principalement 

exprimées dans le cerveau.  

 

Figure 13 : Structure de la β-Arrestine liée à un RCPG (code PDB : 5W0P) [Kang et al. 2015]. 
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1.1.4.c  Dimérisation / oligomérisation 

La plupart des études visant à comprendre la signalisation via les RCPGs se basent sur 

l’hypothèse d’un fonctionnement en monomère. Or, de plus en plus de travaux montrent la 

capacité des RCPGs à se dimériser en formant des homo-dimères, des hétéro-dimères ou encore 

des assemblages (oligomères) encore plus importants [A. A. Kaczor et Selent 2011]. Ainsi, 

l’activité d’un RCPG n’est pas liée uniquement aux changements conformationnels provoqués 

par la liaison de son ligand, mais aussi possiblement modulée de manière allostérique par ses 

interactions avec d’autres récepteurs. Il a été montré que cette dimérisation permet de moduler 

positivement ou négativement la liaison de ligands aux différents protomères impliqués [Ferré 

et al. 2014; Haack et McCarty 2011; Sleno et Hébert 2018].  

De nombreuses méthodes expérimentales ont été développées pour identifier le degré 

d’oligomérisation des RCPGs qu’il s’agisse de méthodes biochimiques, biophysiques ou 

physiologiques [Guo et al. 2017]. On note d’ailleurs plusieurs structures cristallographiques 

d’homo-dimères de RCPGs pour les récepteurs de la Rhodopsine (codes PDB : 2Z73 et 3CAP) 

[Murakami et Kouyama 2008; Park et al. 2008], le récepteur CXCR4 (codes PDB : 3OE0 et 

3ODU) [B. Wu et al. 2010], le récepteur μ-Opioide (code PDB : 4DKL) [Manglik et al. 2012] 

ou encore le récepteur β1AR (code PDB : 4GPO) [J. Huang et al. 2013]. L’étude de ces 

complexes présente un fort intérêt pharmacologique car la complexation des RCPGs entre eux 

crée de « nouvelles cibles » potentielles. Avec ce gain d’intérêt, on a vu de nombreuses études 

de dynamique moléculaire et autres méthode de modélisation utilisées pour prédire ces 

interactions. Celles-ci seront discutées dans un autre chapitre (voir partie 1.3.5). 

Malgré tout, ces mécanismes restent encore mal compris. Entre autres interrogations, la 

question du mécanisme de couplage à leurs partenaires des RCPGs impliqués dans de tels 

assemblages reste encore à élucider. Dans un article récent publié au sein de notre équipe (voir 

partie 3.4.1) nous avons proposé et validé l’existence d’un modèle (Figure 14) dans lequel les 

deux récepteurs de la Ghréline et de la Dopamine forment un hétéro-dimère tout en étant 

couplés aux protéines Gq et Gi, respectivement, qui se retrouvent parfaitement imbriquées 

[Damian et al. 2018]. Dans cet assemblage, chaque récepteur forme également un homo-dimère, 

aboutissant ainsi à un modèle comprenant quatre récepteurs et deux protéines-G. On retrouve 

un assemblage assez similaire avec les récepteurs GABAB où deux hétéro-dimères GABAB1: 

GABAB2 sont associés à l’inverse via une interface homo-dimérique des deux GABAB1 

[Comps-Agrar et al. 2011]. 
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Figure 14 : Modèle de dimère impliquant les récepteurs de la Ghréline et de la Dopamine et les protéines G i et 

Gq, ce dimère sera décrit plus précisément dans la partie 3.3.1. 

L’oligomérisation des RCPGs permettrait peut-être d’expliquer le rôle de certains 

récepteurs orphelins. En effet, au cours du temps certains récepteurs se sont vu perdre leur titre 

d’orphelin par identification de leur ligand endogène avec en exemples les récepteurs de la 

Ghréline, de la Métastatine ou de l’Oréxine, [Civelli et al. 2006]. Toutefois, certains récepteurs 

pourraient demeurer orphelins, ne possédant pas du tout de ligand endogène, mais seraient 

utilisés comme modulateur dans des macro-complexes avec des récepteurs non-orphelins. On 

peut citer comme exemple les couples TAS1R1/ TAS1R3 et TAS1R2/ TAS1R3 [G. Nelson et 

al. 2001; Greg Nelson et al. 2002]. 

1.1.5  Activation des RCPGs 

1.1.5.a  Formation de l’hétéro-trimère 

On peut considérer que le cycle d’activation d’un RCPG commence bien avant l’arrivée 

du ligand sur son récepteur avec la formation de la protéine-G : complexation d’une sous-unité 

α inactive avec le complexe βγ. L’ensemble est maintenu par une zone de contact au cœur très 

hydrophobe et par le contact entre l’hélice N-terminale de α et des feuillets de β. On a découvert 

à ce jour 21 sous-unités α pour 6 sous-unités β et 12 sous-unités γ, représentant alors une 
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quantité conséquente de complexes possibles. Il n’existe toutefois qu’un nombre restreint de 

ces combinaisons. On retrouve très peu de diversité dans le cœur hydrophobe formé par α et β 

dans ces différentes sous-unités, suggérant que la spécificité de couplage se ferait sur la seconde 

interface. De plus, les structures disponibles de βγ montrent une forte conservation structurale, 

montrant que cette partie est très peu rigide, comme discuté dans les travaux antérieurs de 

l’équipe [Louet 2012; Wall et al. 1995; Lambright et al. 1996; Nishimura et al. 2010]. On note 

tout de même une légère flexibilité au niveau des hélices N-terminales et d’une boucle de β ; 

cette flexibilité a été montrée comme importante lors de l’activation du complexe 

récepteur:protéine-G [Preininger, Meiler, et Hamm 2013; Damian et al. 2015]. 

L’hétéro-trimère de protéine-G est formé dans l’appareil de Golgi et adressé à la 

membrane, notamment grâce aux résidus d’ancrage issus de modifications post-

traductionnelles qui lui permet de rester ancré à la membrane et de faciliter sa diffusion. Il existe 

aussi des pGs dont l’association a lieu directement au contact de la membrane. Toutefois, des 

études ont montré qu’un simple fragment de la sous-unité α, notamment l’hélice C-terminale, 

était suffisant pour se lier sélectivement aux RCPGs et modifier leur dynamique intrinsèque 

[Carpenter et Tate 2016; Semack et al. 2016; Csépányi-Kömi, Lévay, et Ligeti 2012]. Le 

complexe βγ viserait donc principalement à séquestrer la sous-unité α pour l’amener à la 

membrane grâce notamment à ses modifications lipidiques. Après activation, le complexe βγ 

interagit également avec un certain nombre d’effecteurs, comme déjà décrit plus haut dans ce 

chapitre. 

1.1.5.b  Complexation avec un RCPG 

La spécificité d’interaction entre RCPGs et protéines-G permet d’obtenir une grande 

variété de réponses biologiques. Comme montré par les différentes structures désormais 

disponibles, la pG [Rasmussen et al. 2011; García-Nafría et al. 2018; Koehl et al. 2018] s’insère 

via son hélice C-terminale de la sous-unité α sur la face intra-cellulaire du récepteur en 

interagissant avec une crevasse formée grâce à l’écartement des TM5 et TM6. Comme évoqué 

précédemment, de nombreuses études ont montré que cette hélice C-terminale était suffisante 

pour se lier au récepteur, sans autre contact nécessaire, et pouvait mimer au niveau structural 

l’effet de la protéine-G complète [Scheerer et al. 2008]. Il est à noter une seconde zone 

d’interaction entre les TM6 et TM7 du récepteur et l’hélice α4 et le brin β6 de la sous-unité α. 

Les études récentes de microscopie ont permis de caractériser différents couples 

récepteur:protéine-G, suggérant une différence d’orientation significative de l’hélice C-
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terminale selon la nature de la sous-unité α (Figure 15) [Draper-Joyce et al. 2018; García-Nafría 

et al. 2018]. Ces différences pourraient suggérer une sélection variable de conformations du 

récepteur en fonction de la protéine-G qui lui est liée. L’alignement de ces différentes structures 

permet aussi pour la première fois de deviner les mouvements intrinsèques du complexe 

récepteur:protéine-G, jusqu’alors uniquement suggérés par le calcul [Louet et al. 2011, 2012]. 

 

Figure 15 : Comparaison de l’orientation des deux protéines-G Gs et Gi, dans deux structures résolues par Cryo-

EM ; le complexe A1R:Gi est représenté en bleu (code PDB : 6D9H) [Draper-Joyce et al. 2018] ; le complexe 

A2AR:Gs est représenté en vert (code PDB : 6GDG) [García-Nafría et al. 2018]. 

S’il était autrefois admis que le récepteur devait être activé par un ligand pour pouvoir 

adopter la conformation nécessaire à son couplage avec la pG, de nombreuses données de la 

littérature suggèrent l’existence d’un pré-couplage récepteur:protéine-G. Ce pré-couplage 

permettrait notamment d’expliquer un temps de réponse très rapide après l’arrivée du ligand du 

coté extra-cellulaire. Des effecteurs pourraient également faire partie de ce pré-couplage, 

préparant ainsi une voie d’activation spécifique [Qin et al. 2011].  

Comme déjà discuté plus haut, de plus en plus d’études montrent l’effet de la protéine-G 

sur la sélection de conformations du récepteur [Louet et al. 2013; Flock et al. 2015; Saleh, 

Saladino, et al. 2017; DeVree et al. 2016]. Un travail réalisé cette année au laboratoire et soumis 

pour publication [Renault et al. 2018] montre notamment l’effet allostérique de la mini-Gs, 

simplification de l’hétéro-trimère en ne conservant de la sous-unité α que le domaine GTPase 

[Nehmé et al. 2017], sur la poche de liaison du ligand du récepteur de l’Adénosine.  
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1.1.5.c  Activation du couple RCPG:pG 

L’activation du récepteur par un ligand se manifeste sous la forme d’un changement 

conformationnel, ou plutôt comme une sélection spécifique de conformations adoptées par le 

récepteur ou le couple récepteur:protéine-G. Les boucles extra-cellulaires participent 

directement à la liaison du ligand mais aussi à son maintien en position, une fois dans la poche 

de liaison orthostérique [Wheatley et al. 2012]. Des mutations de ces boucles entrainent une 

diminution de la liaison du ligand au récepteur, montrant leur rôle essentiel dans l’affinité et la 

sélectivité de liaison [Arora, Sakai, et Catt 1995; Noda et al. 1994; Nguyen et al. 2016]. Même 

si de nombreuses structures existent désormais montrant les RCPGs couplés à différents types 

de ligands, ou à différents partenaires (notamment intra-cellulaires), la cristallographie semble 

plus ou moins toujours capturer un même état conformationnel de ces récepteurs. En effet, les 

structures cristallographiques disponibles montrent peu de réarrangement conformationnel des 

RCPGs en fonction de la nature du ligand co-cristallisé (Figure 16). Trop souvent dans la 

littérature, un lien a été fait entre structure active et structure couplée. Dans un travail récent 

effectué au laboratoire, l’existence d’une conformation couplée inactive a été montrée pour le 

récepteur de la Ghréline [Damian et al. 2015]. Pourtant, on sait que cette liaison engendre des 

changements de conformation importants, comme montré par les études récentes de RMN 

[Casiraghi et al. 2016], et impliquant possiblement des mouvements de large amplitude [Louet 

et al. 2013]. Ces réarrangements locaux et globaux se répercutent sur la face intra-cellulaire et 

donc sur la pG entrainant son activation. Même sans ligand, il y a un équilibre entre la (les) 

conformation(s) active(s) et inactive(s) du récepteur, expliquant l’activité basale de certains 

RCPGs. Là encore, la RMN permet d’observer de tels équilibres conformationnels [Casiraghi 

et al. 2016]. On suppose que la liaison du ligand dans la poche orthostérique va concourir au 

déplacement de cet équilibre vers une direction ou une autre selon sa nature: agoniste ou 

agoniste inverse. En dépit de la grande conservation de structures, notamment les sept TMs, les 

RCPGs présentent une très grande diversité dans leur boucles extra-cellulaires, leur segment N-

terminal et leur poche de liaison.  
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Figure 16 : Comparaison de structures cristallographiques de β2AR complexé à un ligand agoniste en bleu (code 

PDB : 4LDE) [Ring et al. 2013], à un ligand antagoniste en magenta (code PDB : 3NYA) [Wacker et al. 2010], et à 

un ligand agoniste inverse en vert (code PDB : 5D5A) [C. Y. Huang et al. 2016]. 

1.1.5.d  Relargage du GDP et dissociation 

L’activation de la pG entraine la sortie du GDP présent dans la sous-unité α. Cette sortie 

implique des mouvements de larges amplitudes, le nucléotide étant situé au cœur des deux sous-

domaines de la sous-unité α. Plusieurs modèles d’ouverture ont alors été proposés à ce jour. 

Dans le premier, appelé « bras de levier » (Figure 17A) [Iiri, Farfel, et Bourne 1998], les sous-

unités βγ s’écartent afin de laisser sortir le GDP. Dans le second, appelé « levier de vitesse » 

(Figure 17B) [Jacqueline Cherfils et Chabre 2003], les sous-unités βγ s’appuyent au contraire 

sur la sous-unité α pour créer la voie de sortie du nucléotide. Un autre modèle plus récent montre 

un rôle plus important de la sous-unité α, et repose sur l’hélice C-terminale en contact à la fois 

avec le récepteur et le GDP, et dont le mouvement entraine la sortie du nucléotide. La seule 

structure cristallographique présentant la sous-unité α sans le GDP montre bien l’écartement 

entre les deux domaines de celle-ci [Rasmussen et al. 2011]. 
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Figure 17 : Schématisation des modèles de sorties du GDP, d’après [Oldham et Hamm 2008] ; A) Modèle « bras 

de levier » ; B) Modèle « levier de vitesse ». 

Au laboratoire des études de modélisation ont permis de simuler les mouvements de sortie 

du GDP. Dans la première étude, qui combine dynamique moléculaire et analyse de modes 

normaux, un des modes observés montre une large ouverture entre les domaines Ras-like et 

hélicoïdal [Louet et al. 2011]. Dans la seconde étude, qui combine dynamique moléculaire 

dirigée et reconstruction de profils d’énergie libre par échantillonnage en parapluie (« umbrella 

sampling »), il est suggéré que le relargage du GDP se fait plus favorablement par son coté 

phosphate, toujours avec l’écartement des deux domaines comme précédemment discuté 

[Louet, Martinez, et Floquet 2012]. Il est à noter qu’une sortie du côté base ne serait 

effectivement pas possible dans les oligomères mis en évidence récemment au laboratoire 

[Damian et al. 2018]. 

Après la sortie du GDP, celui-ci est remplacé par une molécule de GTP. Là aussi, le 

mécanisme de liaison du GTP reste encore mal connu, mais il est raisonnable de suggérer un 

chemin inverse à la sortie du GDP, les deux nucléotides ne se différenciant que d’un 

groupement phosphate. Les deux molécules ayant la même affinité pour la sous-unité α vide, 

l’activation des pGs repose donc sur une plus grande concentration en GTP qu’en GDP dans la 

cellule [Oldham et Hamm 2008; Zwingmann, Leibfritz, et Hazell 2003]. 

L’entrée du GTP a pour conséquence l’écartement de la sous-unité α du dimère βγ. Dans 

une autre étude menée au laboratoire, la dynamique moléculaire dirigée (« targeted MD » ou 

TMD) a été utilisée pour forcer la sous-unité α à passer dans sa forme active liée au GTP. Les 

résultats de ces calculs montrent de larges mouvements domaine-domaine avec une dissociation 

presque complète du dimère βγ [Louet et al. 2012]. Des données obtenues par FRET ou BRET 

montrent également que la dissociation de la protéine-G n’est pas complète car un signal est 

toujours perçu après activation de la pG [T.-M. Yi, Kitano, et Simon 2003; Azpiazu et Gautam 

2004; Galés et al. 2005]. La vitesse de dissociation est également dépendante de la nature du 
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trimère [Digby, Sethi, et Lambert 2008]. Là aussi, une dissociation incomplète pourrait 

expliquer le temps de réponse rapide de ces systèmes membranaires, comme déjà discuté plus 

haut pour le pré-couplage.  

1.1.5.e  Après l’activation de la pG 

Une fois activées, les Protéines-G interagissent avec des protéines dites effectrices. Les 

différentes sous-unités α et βγ possèdent une grande variété de partenaires qui engendrent la 

réponse cellulaire en induisant une cascade d’interactions, notamment en produisant des 

molécules intermédiaires ou seconds messagers. 

Afin de compléter le cycle d’activation des RCPGs, le retour à l’état inactif nécessite de 

reformer le complexe lié au GDP. Pour cela, la sous-unité α comporte une activité GTPasique 

intrinsèque. Deux mécanismes d’hydrolyse du GTP en GDP ont été proposés sur la base de 

calculs semi-empiriques ou quantiques. Le premier repose sur un modèle associatif où 

l’accumulation de charges négatives sur un oxygène non liant du groupement γ du GTP 

provoquerait la rupture entre le phosphate β et le phosphate γ [Coleman et al. 1994; Kleuss et 

al. 1994]. Dans ce mécanisme, seraient impliquées une arginine, une thréonine et une glutamine 

de la sous-unité α, qui ensemble permettraient de stabiliser l’état de transition. Le second 

modèle dit dissociatif voit les charges négatives du phosphate β s’accumuler sur l’oxygène le 

liant au phosphate γ [Maegley, Admiraal, et Herschlag 1996]. Un ion Mg2+ est également 

impliqué dans ce mécanisme d’hydrolyse en participant à l’élongation de la liaison entre les 

deux phosphates grâce à un stockage des électrons qu’il restituerait ensuite aux deux 

groupements partants résultants [Rudack et al. 2012]. 

Toutefois, cette activité GTPasique est très faible. Afin de parvenir à la rapide 

désactivation des pGs, d’autres protéines sont impliquées, les protéines régulatrices du signal 

des protéines-G (RGS) qui augmentent significativement cette hydrolyse [Lambert et al. 2010]. 

Les RGS se fixent sur la protéine-G, à proximité de la poche de liaison du nucléotide et à 

l’interface entre les domaines Ras-like et hélicoïdal [Soundararajan et al. 2008]. Il a été proposé 

que cette interaction permettrait la réorientation d’une glutamine afin qu’elle interagisse de 

façon plus stable avec le phosphate en γ du GTP, stabilisant ainsi la sous-unité α dans un état 

de transition et permettant à une thréonine à proximité de stabiliser la position du cation 

Mg2+[Kimple et al. 2009].   
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1.2  Les champs de forces 

Un champ de forces est un ensemble de paramètres permettant d’évaluer l’énergie 

potentielle d’une molécule à partir de ses coordonnées cartésiennes. L’objectif des différents 

algorithmes utilisés en modélisation moléculaire est d’échantillonner les conformations d’un 

même système moléculaire afin d’identifier celles présentant une énergie minimum. Dans ce 

travail nous avons utilisé principalement la dynamique moléculaire. La dynamique moléculaire 

permet de simuler le comportement d’un système moléculaire au cours du temps. En dynamique 

moléculaire, la fonction d’énergie potentielle est utilisée (dérivée) pour calculer, à chaque temps 

t, les forces appliquées à chacune des particules du système. Ces forces permettent ensuite, via 

les équations du mouvement de Newton, de prédire les nouvelles positions de ces particules à 

un temps t + Δt. Plus le niveau de détail utilisé pour décrire le système sera important et plus le 

pas d’intégration (Δt) sera petit. Par exemple, l’utilisation d’un champ de forces dans lequel 

tous les atomes y compris les hydrogènes sont représentés (champ de forces « tout-atomes »), 

nécessitera d’utiliser un pas d’intégration de 1 femtoseconde (fs) permettant de décrire la 

fréquence d’oscillation des liaisons impliquant ces hydrogènes. Les champs de forces tout-

atomes sont de loin les plus utilisés, car ils permettent généralement de simuler une variété de 

molécules assez larges. De nombreux champs de forces ont été optimisés pour simuler le 

comportement dynamique des peptides, protéines, acides nucléiques, lipides. Il existe aussi des 

champs de forces spécialisés dans la représentation de certains types de molécules. 

Les champs de forces classiquement utilisés pour les protéines ne permettent 

généralement pas de créer ou briser une liaison chimique et ne permettent pas non plus de 

prédire des modifications de distributions de charges (polarisation). La taille des systèmes 

impliqués dans les processus biologiques, en particulier de ceux étudiés dans ce manuscrit 

(récepteurs dans la membrane), limite énormément leur échantillonnage conformationnel par 

dynamique moléculaire car requiert alors des moyens de calcul très importants. Par exemple, la 

production d’une microseconde (µs) de dynamique moléculaire pour un récepteur dans la 

membrane nécessite environ une semaine à 10 jours sur une station de travail équipée de GPUs 

dès lors que l’on utilise un champ de forces tout-atomes. Ces contraintes ont encouragé les 

chercheurs à développer des champs de forces dans lesquels d’autres simplifications ont été 

introduites, notamment au niveau structural, comme dans les champs de forces gros-grains, 

largement utilisés au cours de ce travail, rendant presque facile l’étude de larges systèmes 

moléculaires à l’échelle de la µs.  



 
 
 

1  Introduction 

31 
 

1.2.1  Champs de forces classiques 

C’est en 1930 que sont posées les bases des premiers champs de forces moléculaires avec 

un modèle de type sphère-élastique utilisé pour décrire la longueur et l’angle de liaison, mais 

également les interactions des atomes non liés en utilisant les équations de Van der Waals 

[Andrews 1930]. Mais ce n’est qu’en 1968 que sera décrit le premier champ de forces généralisé 

[Lifson et Warshel 1968]. Les premiers champs de forces sont alors limités à quelques types 

d’atomes et sont surtout utilisés pour simuler des systèmes moléculaires organiques. 

Aujourd’hui il existe de nombreux champs de forces permettant de simuler une grande variété 

de biomolécules.  

Le champ de force « Assisted Model Building with Energy Refinement » (AMBER) est 

l’un des tous premiers développés pour l’étude de macromolécules biologiques tel que l’ADN 

ou les protéines [Weiner et Kollman 1981]. Les paramètres du champ de forces sont issus de 

calculs de mécanique quantique, ou encore de données expérimentales comme les diffusions 

micro-ondes et de neutrons, ou encore la RMN.  

Le champ de forces « Optimized Potentials for Liquid Simulations » (OPLS) inclut des 

modèles d’atomes unis, où les hydrogènes aliphatiques ne sont pas explicitement représentés, 

et des modèles tout atomes, et est utilisé pour les peptides et les molécules organiques 

[Jorgensen et Tirado-Rives 1988]. Les paramètres d’élongation et flexibilité des liaisons sont 

des modifications d’AMBER. Il est plus spécifiquement dédié au calcul de l’énergie de 

conformation de molécules en phase gazeuse, au calcul de l’énergie libre de solvatation de 

molécules en phase liquide et au calcul d’autres propriétés thermodynamiques. 

Le champ de force « Chemistry at HARvard Molecular Mechanics » (CHARMM) a été 

développé pour simuler le comportement de molécules biologiques telles que les peptides, 

protéines, acides nucléiques, mais aussi les acides gras et les sucres [Bernard R. Brooks et al. 

1983]. En plus de données expérimentales, la détermination des paramètres a été réalisée par 

de nombreux calculs quantiques. CHARMM est aussi le nom d'un programme permettant de 

réaliser des calculs de minimisation d’énergie, calculs de modes normaux, simulations de 

dynamique moléculaire, Monte-Carlo, etc...  

Le champ de force GROMOS porte le nom là aussi d’une suite de logiciels/programmes 

de simulation moléculaire « GROningen MOlecular Simulation » (GROMOS) avec lequel il 

est fourni [van Gunsteren et al. 1996]. Il permet de simuler des systèmes biomoléculaires 

comportant des protéines, des nucléotides, des sucres ou des polymères, etc… Le champ de 
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forces est souvent confondu avec GROMACS (« GROningen Machine for Chemical 

Simulations ») qui est également un ensemble de logiciels de simulation [Oostenbrink et al. 

2004].  

1.2.2  Champs de forces polarisables 

Les champs de forces classiques ne prennent pas en compte la polarisation électrostatique 

et les transferts de charge inter ou intra-moléculaires. Or on sait que dans un milieu composé 

d’eau ou en présence d’ions qui possèdent une charge forte, il existe des phénomènes importants 

de polarisation pouvant impacter l’énergie et le comportement structural et dynamique des 

protéines. Pour répondre à cette problématique les champs de forces polarisables ont été 

développés. Plusieurs types de méthodes existent : le modèle « dipôle induit » où comme son 

nom l’indique un dipôle est induit au centre de tous les contributeurs en réponse au champ 

électrique total ou encore le modèle de charge fluctuante où la charge atomique varie en réponse 

à l’environnement selon le principe d’équilibre de l’électronégativité. Des versions polarisables 

des champs de forces classiques existent tel que CHARMM [Sandeep Patel et III 2006] ou 

AMBER [Cieplak, W. Caldwell, et A. Kollman 2001], et d’autres ont été directement 

développés comme champs de forces polarisables.  

Par exemple, le champ de force Drude a été développé dans CHARMM [B. R. Brooks et 

al. 2009] avant d’être intégré à NAMD [Jiang et al. 2011] et d’autres logiciels de simulation. 

La première étape du développement de ces champs de forces a été la paramétrisation de l’eau, 

puis d’autres petites molécules, acides nucléiques ou lipides, permettant ainsi la construction 

de bicouches lipidiques. 

Le champ de forces « Atomic Multipole Optimized Energetics for Biomolecular 

Applications/simulation » (AMOEBA) est un champ de forces initialement développé pour 

l’eau [Dudek et Ponder 1995], mais qui a fini par intégrer des paramètres pour la simulation de 

protéines [Y. Shi et al. 2013]. Le champ de forces est capable de prendre en compte des 

molécules organiques comme les alcanes, les alcools, les amines, les amides ou encore des 

molécules aromatiques. 

 



 
 
 

1  Introduction 

33 
 

1.2.3  Champs de forces réactifs 

Dans la plupart des champs de forces, il est impossible de créer ou de briser une liaison 

chimique, les éléments liés et non-liés ne variant pas au cours de la simulation. Ainsi pour 

pouvoir simuler des réactions chimiques, des champs de forces dits réactifs ont vu le jour. Il 

existe deux types de champs de forces réactifs. Les premiers, définis comme « méthodes de 

distance de réaction avec cut-off », se basent sur un critère de distance : si les deux particules 

compatibles sont assez proches, une liaison se forme. Ces champs de forces sont principalement 

utilisés pour étudier les phénomènes de polymérisation [Akkermans, Toxvaerd, et Briels 1998]. 

Les seconds, appelés champs de forces réactifs empiriques, ont pour objectifs de développer 

des champs de forces prédictifs permettant de reproduire les cinétiques de liaisons.  

Le champ de forces réactif (ReaxFF) permet de décrire la formation des liaisons implicites 

sans nécessiter de calculs de mécanique quantique excessifs [van Duin et al. 2001], permettant 

ainsi, au dépend de la précision, d’atteindre des échelles de temps de simulation inaccessibles 

en mécanique quantique. Ce champ de forces a été notamment utilisé pour simuler des réactions 

chimiques à des interfaces hétérogènes, comme notamment la catalyse hétérogène et le dépôt 

de couches minces atomiques (« Atomic Layer Déposition » ou ALD) [Senftle et al. 2016].  

1.2.4  Champs de forces gros-grains 

La modélisation de larges systèmes et de processus biologiques apparaissant à l’échelle 

de la micro voire de la milliseconde est très coûteuse en ressources de calculs. Les champs de 

forces Gros-Grains (CG) permettent de simplifier le système en représentant un groupe 

d’atomes par une seule et unique sphère (particule) et donc de diminuer drastiquement le 

nombre d’interactions liantes et surtout non-liantes à calculer. Par ce biais et cette perte de 

détails au niveau structural, les simulations notamment de dynamique moléculaire vont pouvoir 

être beaucoup plus rapides. Il est donc important de comprendre la nature de ce que l’on cherche 

à étudier pour choisir le champ de force adéquat. Le choix du champ de forces doit être fait en 

trouvant un équilibre entre précision et efficacité du calcul, en conservant les propriétés 

principales du système étudié. 

Les premiers modèles Gros-Grains avaient pour objectifs l’étude des repliements des 

protéines. En 1975, l’un des modèles CG précurseur était publié et représentait chaque acide 

aminé par deux sphères : une pour le squelette et une pour la chaîne latérale [Levitt et Warshel 

1975]. Le degré de liberté résiduel était alors la torsion entre deux particules liées. Depuis, de 
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nombreux modèles ont été développés avec une grande diversité dans les applications et les 

schémas de conversion utilisés. Le champ de forces OPEP par exemple, utilise une 

représentation presque atomistique pour le squelette mais une unique particule pour la chaîne 

latérale [Maupetit, Tuffery, et Derreumaux 2007]. On retrouve également des champs de forces 

développés pour le docking de protéines où les résidus sont représentés par trois particules et 

les protéines maintenues rigides [Zacharias 2003]. Il est également possible de réaliser des 

simulations avec plusieurs niveaux de représentations. Par exemple, il a été possible de simuler 

un canal ionique dans une représentation tout-atomes, placé dans une membrane représentée 

dans un modèle gros-grains [Q. Shi, Izvekov, et Voth 2006]. 

Le champ de force MARTINI a été développé au départ pour la simulation des lipides 

[Marrink et al. 2007], puis d’autres biomolécules comme les protéines [Monticelli et al. 2008] 

et plus récemment l’ADN [Uusitalo et al. 2015]. Les paramètres d’interactions utilisés pour les 

atomes liés sont issus de simulations tout-atomes, alors que les paramètres utilisés pour les 

interactions non-liées se basent sur des calculs d’énergie libre de partitionnement de nombreux 

composés entre phases polaire et apolaire. Ce champ de forces a été développé initialement 

pour le logiciel de simulation GROMACS, avant d’être rendu compatible avec d’autres 

logiciels de simulation comme NAMD. Ce champ de force sera décrit plus en détail dans la 

partie 2.1. Ces dernières années, l’utilisation de ce champ de forces a connu un véritable 

engouement, et a vu son champ d’application s’étendre à des systèmes de plus en plus larges. 

Entre autres études, ce modèle a ainsi permis de proposer la formation d’oligomères de la 

Rhodopsine dans une membrane [Periole et al. 2007], ou de simuler des nanoparticules 

complètes afin de reproduire quantitativement leur capacité à délivrer des composés [Lee et 

Larson 2008]. Au laboratoire, une des premières études utilisant ce champ de forces a visé à 

simuler l’ancrage d’une protéine du VIH sur la face interne de la membrane cellulaire, tout en 

reproduisant sa capacité à recruter un type de lipides particulier, le PIP2 [Charlier et al. 2014]. 
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1.3  Modélisation de la dynamique intrinsèque et des 

interactions impliquant les RCPGs 

Comme discuté plus haut dans ce chapitre, les RCPGs sont des protéines membranaires 

hautement dynamiques qui subissent des changements conformationnels à la fois de faibles et 

de plus larges amplitudes lors de leur liaison à leurs différents partenaires, et ce depuis la liaison 

d’un ligand du coté extra-cellulaire jusqu’au couplage avec leurs effecteurs intra-cellulaires. 

Les données structurales existantes donnent peu d’informations sur ces processus dynamiques. 

Aussi, la modélisation moléculaire et en particulier la dynamique moléculaire (MD) apparaît 

comme une alternative intéressante pour compléter cette vue rigide apportée par les structures 

de ces systèmes aujourd’hui disponibles. 

De nombreuses études visant à étudier les changements de conformation des RCPGs ont 

été réalisées suite à l’apparition de la première structure cristallographique de la Rhodopsine en 

2000 [Palczewski et al. 2000]. Parmi ces études, nombre d’entre elles ont également cherché à 

comprendre le mode d’interaction et l’effet du Rétinal, son ligand endogène, sur sa structure 

intrinsèque [Hornak et al. 2010; Lemaître, Yeagle, et Watts 2005; Leioatts et al. 2015]. Une 

autre vague d’études basées notamment sur la dynamique moléculaire suivra la publication de 

la structure du récepteur β2AR en 2007 [Cherezov et al. 2007]. Depuis 2011 et la publication 

de la première structure montrant l’interaction entre un RCPG et une protéine-G [Rasmussen et 

al. 2011], beaucoup de travaux ont visé à comprendre la dynamique intrinsèque de ce complexe 

à la membrane [Louet et al. 2013; Flock et al. 2015; Saleh, Saladino, et al. 2017; DeVree et al. 

2016]. Parmi ces derniers, ceux effectués au laboratoire, y compris avant la publication de cette 

structure, restent pionniers en la matière et proposaient déjà à l’époque un effet de la protéine-

G sur la dynamique intrinsèque des RCPGs [Louet et al. 2011]. 

Comme il existe différents niveaux de représentation des systèmes moléculaires (partie 

1.2), il existe de nombreuses techniques différentes basées sur la dynamique moléculaire. Le 

choix de la méthode la plus adaptée à la question posée doit être fait notamment en fonction de 

l’échelle de temps de simulation qui sera requise pour reproduire le phénomène attendu à 

l’échelle moléculaire. Aussi, de nombreuses techniques de MD biaisées ont vu le jour et ont été 

appliquées aux RCPGs. Ces techniques introduisent différents biais, soit directement sur la 

fonction d’énergie potentielle comme dans le cas de la dynamique accélérée [Kappel, Miao, et 

McCammon 2015; Miao et al. 2016], soit en forçant l’exploration des conformations le long de 

coordonnées réactionnelles bien choisies, comme dans le cas de la métadynamique [Saleh, 

Ibrahim, et al. 2017; Provasi, Bortolato, et Filizola 2009]. 
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1.3.1  Liaison du ligand 

Comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la reconnaissance et la 

liaison de ligands par les RCPGs est primordial pour le développement de molécules à visée 

thérapeutique. Malheureusement, cette liaison apparaît à l’échelle de la microseconde, avant 

d’être suivie par une dissociation encore plus lente. A cause des limitations de puissance de 

calcul, la MD conventionnelle a longtemps été incapable de simuler de tels événements. Pour 

contourner ces limitations, des techniques de MD ont été développées.  

La « Random acceleration MD », aussi appelé « random expulsion MD », a été utilisée 

pour simuler la sortie des ligands de la Rhodopsine en 2007 et du récepteur β2AR en 2009 

montrant deux chemins très différents [T. Wang et Duan 2007, 2009]. Pour la Rhodopsine, la 

boucle ECL2 formant un repliement β bouche totalement l’accès à la poche de liaison, obligeant 

le ligand à passer entre les TM4-TM5 ou TM5-TM6. Pour le récepteur β2AR, cette même 

boucle forme une courte hélice α, permettant d’avoir une ouverture de la poche de liaison du 

côté extra-cellulaire par laquelle le ligand peut rentrer et/ou sortir. Dans cette même étude, il a 

été proposé que le départ du ligand pourrait entraîner la rupture d’un pont salin important sur 

le plan structural entre le TM7 et la boucle ECL2, conduisant à deux chemins de sortie possibles 

de chaque côté de ce pont, et qui seront retrouvés dans des simulations de « Steered MD » 

simulant la dissociation de ligands des récepteurs β1AR et β2AR [González et al. 2011]. Dans 

cette étude le chemin préférentiel emprunté par le ligand passe entre la boucle ECL2 et les TM5, 

TM6 et TM7. Par métadynamique, la liaison d’un ligand au récepteur δ-Opioïde a été également 

simulée en utilisant un récepteur construit par homologie [Provasi, Bortolato, et Filizola 2009]. 

Dans cette étude le ligand passe par une crevasse formée entre les boucles ECL2 et ECL3. De 

plus, il a été proposé que la position finale du ligand dans le récepteur présente une constante 

d’équilibre très proche des valeurs expérimentales, suggérant la possibilité d’étudier 

quantitativement la liaison de ligands aux RCPGs avec cette méthode. 

C’est finalement en 2011 que l’on put observer la liaison d’un ligand à un RCPG en 

utilisant des techniques classiques de dynamique moléculaire, sans aucune contrainte 

appliquée. Dans cet article, de très longues simulations (dépassant de loin la milliseconde) ont 

été produites en utilisant le champ de forces CHARMM [Bernard R. Brooks et al. 1983], et 

permettant d’observer la liaison de petites molécules au récepteur β2AR en utilisant le super 

ordinateur dédié au calcul « Anton » [Dror, Pan, et al. 2011]. Les auteurs montrent une entrée 

du ligand entre la boucle ECL2 et les TM5, TM6 et TM7, en accord avec les simulations de 

Steered MD discutées plus tôt. En 2012, une autre étude des mêmes auteurs a suggéré 
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l’impossibilité pour l’antagoniste Tiotropium (TTP) à pouvoir se lier au fond du site 

orthostérique du récepteur de l’Acétylcholine M3, en désaccord avec les données 

cristallographiques disponibles pour ce couple ligand:récepteur [Kruse et al. 2012]. Par ailleurs, 

ces auteurs ont été les premiers à suggérer que le ligand pourrait se placer dans un site 

vestibulaire situé à l’entrée de la poche, suggérant une position intermédiaire du ligand agoniste 

lors de sa liaison au récepteur. En 2013, cette position décrite comme « vestibule » fut identifiée 

comme site de liaison de plusieurs modulateurs allostériques négatifs du récepteur M2 [Dror et 

al. 2013], puis d’un modulateur positif avec une structure cristallographique à l’appui montrant 

une position intermédiaire pour l’un de ces ligands [Kruse et al. 2013].  

Ces études employant un champ de forces classique restent néanmoins très coûteuses en 

temps de calcul et accessibles uniquement aux groupes possédant des machines de calcul 

démesurées et dédiées à la dynamique moléculaire, limitant de fait la généralisation de cette 

approche à d’autres couples ligand:récepteur. L’emploi de techniques biaisées permettant 

d’accélérer l’échantillonnage des conformations de tels complexes s’est ensuite généralisé ces 

dernières années. Ainsi, le développement de la dynamique accélérée a permis en 2013 

d’étudier la liaison de trois ligands différents au récepteur Muscarinique M3 : un antagoniste 

TTP, un agoniste plein l’Acétylcholine et un agoniste partiel l’Arécoline [Kappel, Miao, et 

McCammon 2015]. Comme la dynamique classique, cette technique a permis aussi 

l’identification de possibles positions intermédiaires, notamment pour les antagonistes. Grâce 

au biais appliqué à la fonction d’énergie potentielle, le temps nécessaire pour observer la liaison 

du ligand TTP à son récepteur a été réduit d’environ 80 fois. 

Dans ce manuscrit nous présentons le développement, la validation et l’utilisation à des 

fins prédictives, d’un protocole combinant « Replica-Exchange MD » (REMD) et le champ de 

forces de MARTINI, pour prédire, sans aucune contrainte appliquée, la liaison de différents 

partenaires des RCPGs, notamment de peptides. Notre approche a été validée sur les peptides 

[8-13] de la Neurotensine (NH3
+-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-CO2

-) et CVX15 (NH3
+-Arg-Arg-

Nal-Cys-Tyr-Gln-Lys-DPro-Pro-Tyr-Arg-Cit-Cys-Arg-Gly-DPro-CO2
-) se liant 

respectivement aux récepteurs NTR1 de rat et CXCR4 [Delort et al. 2017]. En utilisant cette 

approche combinée, nous montrons qu’il est possible d’obtenir des conformations quasiment 

identiques à la cristallographie en un temps assez court (plusieurs centaines de μs de temps de 

simulation produits en quelques jours) et en ayant accès à des moyens de calculs très 

raisonnables (cluster de laboratoire avec une dizaine de nœuds de 30~40 cœurs). 
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1.3.2  Docking 

La prédiction de la position d’un ligand dans sa poche de liaison se fait le plus 

généralement par amarrage moléculaire ou « docking ». La littérature montre un nombre 

incalculable d’études dans lesquelles des composés ont été « dockés » dans un ou plusieurs 

RCPGs. De nombreux logiciels de docking existent et sont basés le plus souvent sur des 

fonctions de score empiriques permettant de classer les différentes conformations du ligand au 

fond de la poche. Contrairement aux techniques de dynamique moléculaire décrites ci-dessus, 

le docking ne tient compte généralement pas (ou peu) de la flexibilité de la cible. Aussi, les 

résultats de docking dépendront totalement de la conformation du récepteur utilisée au départ. 

Une alternative est l’utilisation de la dynamique moléculaire pour produire différentes 

conformations représentatives de la poche de liaison [Miao et al. 2016]. En docking, seule la 

conformation du ligand est pleinement explorée, en faisant varier ses angles dièdres, le plus 

souvent en utilisant des algorithmes génétiques. Un des problèmes majeurs du docking provient 

donc des limitations de cet échantillonnage qui s’avère difficile au-delà d’une dizaine de degrés 

de liberté [Meng et al. 2011]. Ainsi, docker un peptide dans un RCPGs n’est pas raisonnable 

au-delà de quelques résidus. Certains logiciels permettent également de rendre flexibles 

quelques résidus de la cible, mais le choix de ces résidus s’avère toujours difficile, et limite 

énormément l’échantillonnage des conformations du complexe [S.-Y. Huang et Zou 2010]. 

Pourtant, des expériences de criblage in silico à haut débit effectués sur la structure du 

récepteur β2AR [Sabio, Jones, et Topiol 2008; Kolb et al. 2009] ont permis d’identifier six 

nouveaux ligands de très bonne affinité de ce récepteur et présentant pour la plupart des 

caractéristiques (« chémotypes ») proches de ligands déjà connus. En revanche, et comme déjà 

discuté plus haut, une grande majorité de RCPGs ne disposent pas encore d’une structure 

cristallographique de bonne résolution, et il faut souvent utiliser la modélisation par homologie 

pour construire un modèle de départ de son récepteur d’intérêt. Cette étape de modélisation par 

homologie devrait fortement limiter les chances de succès de telles études de docking. Pourtant, 

de bons résultats ont pu être décrits dans la littérature en partant de modèles par homologie 

[Beuming et Sherman 2012; Loo et al. 2018]. De nombreuses méthodes ont été également 

développées pour limiter cette incertitude au niveau structural, comme par exemple celle 

appliquée au récepteur TRH-R [Engel et al. 2008]. Dans cette étude, un criblage basé sur une 

représentation pharmacophorique de la poche de liaison a permis d’identifier des antagonistes 

(les plus efficace à l’époque) présentant une sélectivité pour le récepteur TRH-R1 versus le 

TRH-R2.  
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La conception de ligands sélectifs reste un défi majeur dans le développement de 

nouvelles drogues. Aussi, au sein des sous-familles de RCPGs, il n’est pas rare de trouver de 

nombreux sous-types de récepteurs avec des sites orthostériques présentant une très forte 

conservation, rendant difficile l’identification de ligands sélectifs par docking [Allen et Roth 

2011]. Une alternative est la recherche de ligands allostériques. Lors d’un criblage, Huang et 

al. ont identifié un modulateur allostérique positif du GPR68 et produit des modèles par 

homologie de ce récepteur afin de prédire la position de ce ligand par docking [Huang et al. 

2015]. Cette position a ensuite été utilisée comme base pour cribler et identifier de nombreuses 

autres molécules comme modulateurs de ce récepteur.  

Ces approches décrites ci-dessus sont toutes basées sur un modèle du récepteur et sont 

généralement regroupées sous le terme de « structure-based drug design ». Dans un autre type 

d’approche cette fois « ligand-based », la conception de ligands peut se faire cette fois en se 

basant uniquement sur la structure ou les pharmacophores de ligands déjà connus. Par exemple, 

en se basant sur le modèle pharmacophore d’une molécule se liant à la Rhodopsine, le criblage 

d’une librairie de molécules a conduit à la découverte de trois nouveaux composés stabilisant 

la Rhodopsine dans ses conformations actives [Taylor et al. 2010]. 

Dans notre travail, nous avons cherché à développer une approche dynamique où les 

conformations des deux partenaires sont explorées, afin de mieux prédire leurs interactions. 

Cette approche dynamique permet non seulement l’identification de la position finale du 

ligand au fond de la poche orthostérique du récepteur mais aussi celle de positions 

intermédiaires, qui pourraient s’avérer importantes pour l’affinité et la sélectivité de ligands, 

et possiblement allostériques. 

1.3.3  Dynamique intrinsèque du récepteur 

La compréhension de la dynamique intrinsèque des RCPGs est un point clé car elle 

devrait permettre d’expliquer comment le message porté par un ligand extra-cellulaire est 

transmis à l’intérieur de la cellule, et donc aussi comment le favoriser ou le bloquer 

spécifiquement. L’augmentation très nette ces dernières années du nombre de structures 

disponibles a permis d’observer ces récepteurs sous différentes formes « active » et « inactive ». 

Ainsi, il a été montré par simulations de dynamique moléculaire classique que la transition du 

récepteur β2AR de sa forme « active » couplée à la protéine-G à sa forme « inactive », passait 

par un état conformationnel intermédiaire [Dror, Arlow, et al. 2011]. Inversement, la MD 

accélérée permit de simuler l’activation du récepteur Muscarinique M2 en retirant le ligand 
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antagoniste de la structure cristallographique « inactive », cette activation passant alors par 

deux intermédiaires conformationnels [Miao et al. 2013]. Toujours en se basant sur le 

mouvement de couplage aux protéines-G comme élément clé de l’activation, plusieurs états 

intermédiaires de basse énergie ont pu être mis en évidence le long du chemin d’activation de 

la Rhodopsine et du récepteur β2AR en combinant métadynamique et « adiabatic-biasing MD » 

(ABMD) afin d’étudier les profils d’énergie libre de ce mouvement [Provasi et Filizola 2010]. 

Dans cette étude, après avoir choisi les conformations « active » et « inactive », les 

intermédiaires furent alors produits par « clustering » de plusieurs ABMD indépendantes, en 

utilisant comme critère des valeurs de RMSD calculées sur les résidus appartenant aux TMs. 

Ces clusters ont été utilisés ensuite pour définir le chemin suivi en métadynamique. D’autres 

simulations utilisant la même technique ont permis de voir un effet du ligand sur l’équilibre 

entre différentes conformations du β2AR [Provasi et al. 2011]. Dans cette étude, des ligands 

agonistes plein, partiel, inverse et antagoniste, ont été placés dans la poche du récepteur, soit en 

partant de la position connue en cristallographie (si disponible), soit par des calculs de docking. 

Des simulations du récepteur avec et sans ligand ont ensuite été réalisées afin de déterminer le 

profil d’énergie libre le long du chemin entre les formes supposées inactive et active du 

récepteur. Sans ligand et avec l’antagoniste, deux conformations de basse énergie ont pu être 

ainsi observées, une correspondant à la forme « inactive » et l’autre proche de la forme 

« active ». En présence d’un agoniste inverse, seule la forme « inactive » est stable. Pour les 

agonistes en revanche, même si une sélection de la conformation « active » semble se dégager, 

les auteurs ont observé la présence d’autres minima pouvant s’expliquer par l’absence de pG 

dans les simulations. Au final, cette étude semble montrer que des approches biaisées peuvent 

apporter des informations sur les équilibres conformationnels des RCPGs. Si la métadynamique 

apparaît comme une méthode de choix pour remonter au profil d’énergie libre le long d’un 

chemin conformationnel, on sait néanmoins que les résultats obtenus avec cette méthode sont 

extrêmement dépendants du choix de la ou des coordonnée(s) réactionnelle(s) utilisées pour 

biaiser le potentiel.  

L’autre technique de choix pour limiter le temps de calcul est la dynamique accélérée. En 

utilisant cette technique, il a été suggéré qu’il était possible d’observer une diminution 

importante de la flexibilité du récepteur M3 par un effet allostérique de la liaison au cœur du 

récepteur d’un ion sodium, le bloquant dans sous sa forme « inactive » [Miao, Caliman, et 

McCammon 2015]. Le problème principal de la dynamique accélérée est qu’elle biaise 

l’ensemble du potentiel ; lorsque nous avons essayé cette technique au laboratoire, nous avons 

observé de nombreux problèmes de déstructuration des RCPGs, en particulier dans les régions 



 
 
 

1  Introduction 

41 
 

subissant de grandes forces, comme l’hélice 8 accolée à la membrane, conduisant même à son 

dépliement total lors de simulations à l’échelle de la centaine de nanosecondes. En dynamique 

accélérée, nous avons pu observer par nous-mêmes également que les boucles extra-cellulaires, 

non structurées, subissent également de larges changements conformationnels, peu réalistes. 

Dans notre travail, nous avons fait le choix de nous orienter vers une méthode non 

biaisée, sans aucune contrainte appliquée intra ou inter-moléculaire, et sans aucun biais sur le 

potentiel lui-même. Le seul biais appliqué dans notre approche est le biais cinétique apporté 

par la température. Comme le biais appliqué au potentiel dans la dynamique accélérée, on 

pourrait penser que ce biais cinétique pourrait agir de façon non rationnelle sur l’exploration 

des conformations du récepteur. Dans nos études, l’utilisation du modèle gros-grains 

MARTINI et de son réseau élastique permet d’éviter ce type de problèmes en maintenant les 

structures secondaires et tertiaires des protéines tout en décrivant de manière raisonnable leur 

dynamique intrinsèque. 

1.3.4  Simulations de systèmes de taille plus importante 

Il y a très peu d’études qui décrivent la dynamique d’interaction entre les RCPGs et leurs 

partenaires intra-cellulaires, probablement parce que ce sont des systèmes plus gros et plus 

difficiles à simuler à l’échelle moléculaire. Au laboratoire, nous avons été les premiers à publier 

une étude dynamique d’une protéine-G hétéro-trimérique (Gi) ancrée à la membrane [Louet et 

al. 2012]. En utilisant des analyses de modes normaux, un mécanisme permettant une large 

ouverture à l’interface des domaines Ras-like et hélicoïdal a été suggéré comme impliqué dans 

le relargage du GDP [Louet et al. 2011]. En combinant cette fois dynamique moléculaire dirigée 

(TMD) et reconstruction de profils d’énergie libre, notre équipe a proposé que ce relargage du 

GDP se faisait plus favorablement par son coté phosphate [Louet, Martinez, et Floquet 2012]. 

Enfin, une étude de TMD forçant la sous-unité α à transiter de sa forme liée au GDP à celle liée 

au GTP a permis d’observer de larges mouvements domaine-domaine avec une dissociation 

presque complète du dimère βγ [Louet et al. 2012]. D’autres études ont suggéré une flexibilité 

accrue de la sous-unité α une fois couplée à son RCPG [Ceruso, Periole, et Weinstein 2004; 

Raimondi et al. 2008]. Toutefois, dans ces études, un certain nombre d’approximations 

importantes existent, comme l’absence de membrane et de l’hélice N-terminale permettant 

l’ancrage de la protéine-G et jouant un rôle important dans son activation [Oldham et Hamm 

2008].  
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Suite à ces travaux, notre équipe s’est orienté vers l’étude des RCPGs complexés à leurs 

partenaires, suggérant que la protéine-G pouvait largement influer sur le comportement 

dynamique de ces récepteurs [Louet et al. 2013]. La mise au point de méthodes permettant 

l’échantillonnage de mouvements à la fois de faible et de plus large amplitude [Costa et al. 

2015] a permis d’explorer par dynamique moléculaire, les mouvements collectifs dans un 

complexe récepteur:protéine-G, toujours ancré à la membrane [Damian et al. 2015]. Dans 

l’étude de mouvements collectifs de tels complexes, il est néanmoins toujours difficile de 

comprendre lequel des partenaires contribue le plus à sa dynamique. Dans la plupart des études, 

la question posée est l’effet du récepteur sur la protéine-G, avec pour objectif de voir la 

connexion allostérique entre le site de liaison du ligand et la poche de liaison du 

nucléotide [Flock et al. 2017; Saleh, Ibrahim, et al. 2017]. 

Pourtant, des études expérimentales récentes effectuées sur le récepteur Adrénergique β2 

ont montré que la protéine-G pouvait moduler l’activité du récepteur, même en l’absence de 

ligand [DeVree et al. 2016]. Dans cette article, il est proposé que la présence de la protéine-G 

pourrait agir à distance sur la poche de liaison du ligand et sur son degré d’ouverture/fermeture, 

permettant notamment de stabiliser une conformation plus fermée de la poche, gênant ainsi le 

relargage du ligand et augmentant son affinité apparente. Dans un travail soumis pour 

publication, notre équipe a pu montrer un tel effet en utilisant des simulations de dynamique 

moléculaire et le récepteur de l’Adénosine complexé à la mini-Gs (code PDB : 5G53 [Carpenter 

et al. 2016] comme système modèle [Renault et al. 2018]. 

Dans ce travail, nous avons également cherché à utiliser notre protocole pour prédire la 

dynamique d’interaction de différents récepteurs avec leurs protéines-G favorites, notamment 

pour tenter de comprendre la sélectivité de couplage qui existe entre ces deux familles de 

protéines. 
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1.3.5  Dimérisation / oligomérisation des RCPGs 

Un autre degré de complexité des RCPGs vient avec leur capacité à interagir entre eux, 

au sein de la membrane, pour former des dimères ou oligomères. Comme c’est le cas pour 

prédire le mode de liaison de ligands, le docking peut également être utilisé pour prédire le 

mode de dimérisation de RCPGs. Au contraire d’autres approches basées sur la dynamique 

moléculaire et qui sont discutées plus loin dans ce paragraphe, le docking reste peu coûteux en 

temps de calcul mais n’apporte qu’une vue statique de ces assemblages. La problématique 

principale d’utiliser le docking pour ce type d’applications réside dans les paramètres de 

dessolvatation usuellement implémentés dans les fonctions de scores et beaucoup plus adaptés 

à des ligands ou protéines solubles. Ainsi, pour prédire l’assemblage de domaines hydrophobes 

tels que les TMs dans un milieu lipidique, les méthodes doivent être adaptées comme montré 

par exemple dans un travail de docking utilisant ZDOCK [F. Fanelli et al. 2013]. Ce type 

d’approche peut s’avérer utile pour générer des modèles de départ pour d’autres calculs, comme 

par exemple des simulations de dynamique moléculaire, comme montré pour un certain nombre 

d’études de dimérisation, du récepteur de la Neurotensine-1 [Casciari, Dell’Orco, et Fanelli 

2008] ou de l’Adénosine [F. Fanelli et Felline 2011]. De façon assez surprenante, ces études 

mettent en avant une interface de dimérisation impliquant les boucles ICL2 et ICL3, ainsi que 

l’hélice 8. 

La dynamique moléculaire a été utilisée pour étudier et prédire l’oligomérisation des 

RCPGs. Toutefois, la taille imposante de ces systèmes nécessite de puissantes ressources de 

calcul pour les simuler à un niveau de détail « tout-atomes ». Aussi, des études utilisant les 

champs de forces gros-grains ont été publiées, montrant la possibilité d’utiliser ce type de 

modèles pour prédire à l’échelle moléculaire, l’auto-assemblage de RCPGs tel que la 

Rhodopsine [Periole et al. 2007]. Dans ce travail, plusieurs interfaces de dimérisation furent 

observées et étudiées plus en détail, notamment par le calcul de potentiels de forces moyennes 

(PMF). Ces calculs suggèrent une interface préférentielle TM1/TM8/H8 aboutissant à un 

dimère symétrique. Des résultats très similaires ont été rapportés récemment sur le récepteur 

β2AR [Ghosh, Sonavane, et Joshi 2014]. La grande limitation de ces simulations réside dans la 

tendance du champ de forces MARTINI à agglutiner les récepteurs entre eux pour former des 

agrégats stables et difficiles à rompre [Javanainen, Martinez-Seara, et Vattulainen 2017]. Aussi, 

les équilibres conduisant à l’association/dissociation de ces oligomères sont mal représentés, 

limitant ainsi l’interprétation des résultats. Dans notre travail, nous avons pu constater que 

l’utilisation du REMD permet (ou pourrait permettre) de discuter de tels équilibres car 
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autorisant grâce à la montée en température de dissocier/réassembler de tels dimères 

/oligomères de RCPGs. En revanche, la plupart de nos simulations ont été faites avec un modèle 

très simplifié de membrane, le plus souvent présentant 100% de POPC (1-palmitoyl-2-oléoyl-

sn-glycéro-3-phosphocholine). Hors, il a été récemment montré que la composition de la 

membrane et notamment la présence de cholestérol pouvait avoir un effet sur le mode de 

dimérisation des RCPGs [Prasanna, Sengupta, et Chattopadhyay 2016]. Ces simulations 

réalisées avec le champ de forces MARTINI, suggèrent que sans cholestérol, le récepteur β2AR 

se dimérise via l’interface TM4/TM5-TM4/TM5. Plus la concentration de cholestérol est 

grande et plus cette interface disparait progressivement en faveur d’autres interfaces comme 

TM4/TM5-TM1/TM2, puis TM1/TM2-TM1/TM2 au-delà des 50% en cholestérol. Une 

possible explication est la complexation du cholestérol sur les différentes zones impliquées dans 

les interfaces, notamment autour du TM4. Cet effet du cholestérol a également été suggéré par 

la simulation d’autres récepteurs, comme le récepteur CXCR4 [Pluhackova et al. 2016].  

De manière intéressante, des études expérimentales récentes ont montré l’effet potentiel 

du cholestérol non seulement sur la dimérisation, mais aussi sur le couplage et l’activation de 

RCPGs [Luchetti et al. 2016; Manna et al. 2016; Bolivar et al. 2016; Casiraghi et al. 2016]. 

D’autres études computationnelles très récentes ont suggéré également l’effet de certains 

lipides, notamment du PIP2, sur l’activation et la sélectivité de couplage des RCPGs [Yen et al. 

2018]. Ces effets de la membrane sur la dimérisation ou le couplage restent néanmoins encore 

soumis à controverse comme discuté dans d’autres articles récents combinant expérience et 

modélisation moléculaire [Meral et al. 2018]. 

Dans ce travail, nous avons cherché à utiliser notre protocole pour prédire la 

dimérisation de différents récepteurs en simulant la formation d’homo-dimères et d’hétéro-

dimères, pour justifier des interfaces décrites dans un dimère proposé par notre équipe. 
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1.4  Objectifs de la thèse 

L’objectif de cette thèse a été de tester, valider, et utiliser à des fins prédictives, un 

protocole assez peu coûteux en ressources de calcul, basé sur la dynamique moléculaire, et 

surtout ne présentant aucun biais ou contrainte inter-moléculaire, pour prédire à l’échelle 

moléculaire, les interactions entre les RCPGs et leurs partenaires principaux (Figure 22). Notre 

choix s’est rapidement orienté vers l’utilisation d’un modèle gros-grains et le champ de forces 

MARTINI, bien validé pour les lipides et les protéines, et déjà largement appliqué à ce type de 

récepteurs, comme discuté dans les paragraphes précédents. L’originalité de notre approche 

réside dans la combinaison de ce champ de forces à une méthode d’échantillonnage augmenté 

« Replica-Exchange » permettant, comme nous le montrons dans ce manuscrit, une bonne 

convergence des données et le franchissement de barrières d’énergie sans lequel le système 

serait piégé dans des conformations particulières (minima locaux). 

L’objectif a été d’apporter une vue dynamique de ces interactions venant ainsi compléter 

celle, plus rigide, apportée par les nombreuses structures cristallographiques désormais 

disponibles de ces récepteurs et de leurs partenaires. 

Nous nous sommes particulièrement intéressés à la prédiction du mode de liaison de 

ligands, notamment peptidiques, du côté extra-cellulaire, mais aussi à la complexation de ces 

récepteurs avec leurs partenaires favoris intra-cellulaires, les protéines-G. Un résultat assez 

inattendu au départ vient de la capacité de ce protocole à prédire également la sélectivité de ces 

récepteurs pour leurs différents partenaires, et ce malgré les approximations inhérentes au 

champ de forces utilisé. Nous nous sommes aussi posé la question de l’utilité d’un tel protocole 

pour prédire les interactions protéine:protéine et notamment l’association de ces récepteurs sous 

forme de dimères ou oligomères. 

La première partie de ce travail montre la validation de notre protocole sur deux 

récepteurs qui ont été co-cristallisés avec leurs ligands peptidiques : les récepteurs de la 

Neurotensine (NTR1) et des Chimiokines C-X-C (CXCR4). Comme discuté plus haut dans ce 

chapitre, la prédiction du mode d’interaction d’un peptide avec son récepteur est une tâche 

particulièrement difficile car elle nécessite un bon échantillonnage des conformations des deux 

partenaires. 
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Dans la deuxième partie, nous montrons que ce même protocole qui nécessite des moyens 

de calcul très raisonnables, peut de ce fait être utilisé à moyen débit, c’est-à-dire pour prédire 

le mode d’interaction de plusieurs peptides dans plusieurs récepteurs homologues. Aussi, nous 

avons appliqué notre méthode à différents peptides dérivés de la Neurotensine, conçus sur la 

base d’hypothèses issues de simulations de dynamique moléculaire tout-atomes et montrant une 

sélectivité pour les récepteurs humains NTR1 et NTR2. 

La troisième partie et la quatrième partie discutent de résultats préliminaires déjà obtenus 

avec la même méthode et qui sont confrontés à des résultats expérimentaux pour prédire 

l’assemblage de dimères/oligomères de récepteurs Dopamine/Ghréline (DRD2:GHSR-1a), 

l’interaction de toxines de venin de serpent avec le récepteur de la Vasopressine (V2R), 

l’interaction du peptide de la Ghréline avec son récepteur (GHSR-1a), et enfin la sélectivité de 

différents récepteurs vis-à-vis des différentes protéines-G (Gs, Gi, Gq). 

 

Figure 18 : Illustration des objectifs de la thèse. 
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2  Matériels et Méthodes 

2.1  Mécanique moléculaire 

En mécanique moléculaire (MM) on utilise une description newtonienne des particules 

constituant le système d’intérêt pour prédire l’énergie associée à chacune de ses conformations. 

Cette méthode empirique englobe différents algorithmes mathématiques et surtout un ensemble 

de paramètres (champ de forces) permettant de calculer l’énergie potentielle associée au 

système. En MM, les atomes (ou dans certains cas groupes d’atomes), sont considérés comme 

des sphères solides et incompressibles, avec un rayon de Van der Waals et des charges fixes. 

Ces sphères sont liées par des liaisons assimilées à des ressorts qui ne peuvent être rompues. 

Puisque la mécanique moléculaire se base sur le calcul de fonctions mathématiques, son champ 

d’applications s’est considérablement élargi ces dernières années, grâce aux progrès de 

l’informatique (augmentation de la puissance de calcul). 

2.1.1  Champ de forces MARTINI ElNeDyn 

Durant mon travail de thèse, j’ai principalement utilisé le champ de force MARTINI. 

Celui-ci tient son nom de la ville où il a été développé : Groningue aux Pays-Bas, surnommée 

« Martinistad » à cause de ses nombreux lieux associés à Saint-Martin. Il s’agit d’un champ de 

force Gros-Grains (CG) développé par le laboratoire de Marrink et publié/validé en 2004 pour 

la simulation des lipides [Marrink, de Vries, et Mark 2004], puis à partir de 2007 étendu à 

d’autres types de biomolécules comme les protéines [Monticelli et al. 2008] ou plus récemment 

l’ADN [Uusitalo et al. 2015]. 

Notre travail portant sur les RCPGs, des protéines de taille moyenne mais fortement 

structurées, nous avons utilisé la version ElNeDyn (« Elastic Network in Dynamics ») [Periole 

et al. 2009] du champ de forces MARTINI 2.2. Dans ce modèle, un réseau d’élastiques est 

appliqué entre certaines particules du système (plus de précision dans la partie 2.1.2) permettant 

de maintenir les éléments de structures secondaires ainsi que la structure tertiaire de la protéine. 

Dans certains cas, la structure quaternaire de la protéine peut également être maintenue grâce 

au rajout d’élastiques inter-chaînes. Pour les RCPGs, l’utilisation de ce champ de forces à part 

entière permet de décrire et contrôler la forme générale de ces récepteurs tout en décrivant de 

manière raisonnable leur dynamique intrinsèque et d’association. 
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2.1.2  Schéma de conversion tout-atomes vers gros-grains 

Le modèle MARTINI repose sur une conversion 4-pour-1, c'est-à-dire qu’en moyenne, 

quatre atomes lourds sont représentés par une unique sphère. Avec MARTINI, une sphère d’eau 

englobe par exemple quatre molécules d’eau (Figure 19), un schéma de « mapping » qui 

d’emblée accélère la diffusion des solutés d’un facteur cinq à dix par rapport à un modèle tout-

atomes [Marrink, de Vries, et Mark 2004]. Toutefois, pour décrire la complexité structurale de 

certains groupements annulaires, notamment les cycles aromatiques des tryptophanes, 

tyrosines, phénylalanines et histidines, une conversion 2 ou 3-pour-1 doit être utilisée pour 

certaines parties du système. 

 

Figure 19 : Représentation d’une particule d’eau en gros grains dans le champ de forces MARTINI. 

Le champ de forces comprend quatre types principaux de sphères : les apolaires (C), les 

intermédiaires (N), les polaires (P), et les chargées (Q). De plus, chaque type est à nouveau 

divisé : les polaires et les apolaires possèdent un numéro de 1 à 5 selon l’intensité de leur 

polarité (5 étant le plus polaire) ; les intermédiaires et les chargées possèdent un label 

manifestant leur capacité ou non (0) à donner un hydrogène (d), à les accepter (a), ou à pouvoir 

faire les deux (da). Toutes les particules ont un diamètre de collision σ de 0,47nm et une masse 

de 72amu. Ainsi, lorsque deux sphères se touchent, la distance entre leurs centres respectifs est 

de presque 5Å. Il est important de garder cela en mémoire pour les analyses de contacts faites 

lors de nos études et dans lesquelles un critère de 7Å a été utilisé. Dans MARTINI, les différents 

acides aminés naturels sont représentés comme reporté sur la Figure 20. Pour les cycles, les 

particules utilisées se différencient par la lettre S au début de leur nom (ex : SP1) et présentent 

un diamètre de collision de 0,43nm et une masse de 45amu. Il est à noter trois autres types de 

particules : BP4 (« Big-P4 ») qui permet de représenter une particule d’eau aux propriétés 

antigels (les particules d’eau peuvent spontanément s’ordonner et se figer, vers 280~300K dans 

MARTINI) grâce à une « taille » plus grande de 0,57nm qui va désordonner le système, et deux 
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particules d’acides aminés AC1 et AC2 qui sont utilisées pour éviter les gênes stériques entre 

particules chargées et apolaires (Q-C) liées au sein de la protéine. Enfin, toujours pour les acides 

aminés, chaque sphère a un type complémentaire en fonction de ses atomes d’origines : BB 

(« backbone ») pour l’unique sphère représentant le squelette de la molécule et centrée sur le 

Carbone α, et SC (« side chain ») suivi d’un nombre pour désigner les sphères représentant la 

chaîne latérale.  

 

Figure 20 : Schéma de conversion en gros-grains des 20 acides aminés naturels avec le champ de forces 

MARTINI ; d’après [Monticelli et al. 2008]. 

La nature de la particule influence la valeur de la profondeur du puit de potentiel εij utilisée 

dans le calcul des interactions non-liantes de type Van der Waals (voir partie 2.1.3). Toutes les 

combinaisons possibles de sphères donnent lieu à un total de dix niveaux d’interaction 

différents (Tableaux 3 et 4). 

 

Tableau 3 : Niveaux d’interactions entre les différentes particules gros-grains dans MARTINI. 
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Tableau 4 : Matrice d’interaction entre les différentes particules gros-grains dans MARTINI ; d’après [Marrink et 

al. 2007]. 

Comme déjà discuté plus haut, en plus de ces interactions, un élastique est ensuite 

appliqué à toutes les paires de sphères BB, séparées d’au moins 3 résidus (résidus i et i+3), et 

distants d’au plus 0,9nm. L’ensemble de ces informations : noms et types des sphères, liaisons, 

élastiques ainsi que les valeurs d’angles et d’angles dièdres de la structure de départ tout-atomes 

utilisée sont regroupées dans le fichier de topologie, propre à chaque protéine du système.  

2.1.3  Equations d’énergie 

L’énergie potentielle du système est calculée de façon empirique par l’intermédiaire du 

champ de forces. Celle-ci est dépendante des coordonnées cartésiennes de chaque particule et 

peut se calculer par la somme des forces liantes et non-liantes exercées sur celle-ci (Figure 21). 

Dans les interactions non-liantes on retrouve les interactions de Van der Waals et les 

interactions électrostatiques. Dans les interactions liantes on a des termes exprimant la liaison 

de deux particules, la flexion de l’angle formé par trois particules, la rotation d’un angle dièdre 

formé par quatre particules, les angles dièdres impropres servant à maintenir plans certains 

cycles. Enfin, un terme décrit la force exercée par les élastiques placés entre des particules 

proches mais qui ne sont pas directement liées (>i+2). 
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Figure 21 : Schématisation et équations des interactions atomiques dans le champ de forces MARTINI ElNeDyn 

[Periole et al. 2009] 

Deux particules i et j situées à une distance de rij interagissent via un potentiel de type 

Lennard-Jones (Equation 2). La force de l’interaction est déterminée par la valeur de la 

profondeur du puits de potentiel εij. Comme décrit dans la partie précédente (voir partie 2.1.2) 

l’utilisation de MARTINI conduit à seize principaux types de sphères et seulement dix types 

d’interactions, avec une échelle de εij allant de 2,0 à 5,6kJ.mol-1. La taille effective des particules 

est donnée par le diamètre de collision σ = 0,47nm pour toutes les particules, exceptées celles 

issues d’anneaux pour lesquelles σ = 0,43nm et εij possède 75% de la valeur standard. Le 

potentiel de Lennard-Jones n’est pas appliqué aux particules liées par une liaison ou un 

élastique. De plus, ces particules portant une charge q interagissent via une fonction d’énergie 

Coulombienne (Equation 3) avec une constante diélectrique relative εrel de 15. Encore une fois, 

ce terme est exclusif aux particules n’étant pas liées par un élastique. 

Le calcul des termes non-liés du système est de loin le plus coûteux en temps de calcul 

puisque il s’applique en principe à toutes les paires d’atomes. Dans la pratique et pour simplifier 

les calculs, ces interactions ne sont mesurées que pour les paires de particules dont la distance 

est inférieure à une valeur définie appelée rayon de coupure (ou « cut-off ») [Verlet 1967]. 

Toutefois, l’arrêt brutal du calcul des énergies au rayon de coupure peut provoquer des 

instabilités énergétiques. La transition est donc adoucie par des équations diminuant 

progressivement la force avec l’augmentation de la distance. Dans notre travail, nous avons 

utilisé la fonction shift de GROMACS [Lindahl, Hess, et van der Spoel 2001]. Pour les 
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interactions de Van der Waals, la fonction shift est appliquée entre rshift = 0,9nm et rcut = 1,2nm, 

et pour les interactions électrostatiques, entre rshift = 0nm et rcut = 1,2nm. 

Pour les particules liées, différents termes s’appliquent pour représenter les interactions 

liées. L’énergie associée à chacune des liaisons « covalentes » du système est calculée par un 

potentiel harmonique (Equation 4) centré sur une distance à l’équilibre de db = σ = 0,47 ou 

0,43nm pour les différentes particules. Dans l’équation, dij est la valeur effective de la distance 

entre les deux particules et Kb la constante de raideur associée à chaque paire de particules. Pour 

décrire les angles associés aux liaisons, un potentiel harmonique du type cosinus est utilisé 

(Equation 5). Ainsi l’énergie potentielle associée à l’angle φijk dépend là aussi de la valeur à 

l’équilibre φa, avec Ka une constante de force associée à chaque triplette de particules. Comme 

pour les champs de forces classiques, les angles dièdres permettent de définir la structure 

secondaire du squelette principal du peptide ou de la protéine. L’énergie associée aux dièdres 

est calculée par une décomposition en séries de Fourier (Equation 6) où ψijkl est la valeur 

observée et ψd la valeur à l’équilibre ; Kd est la constante de force associée et représente 

communément la barrière d’énergie à franchir pour pouvoir effectuer la rotation. Les angles 

impropres sont utilisés pour permettre de reproduire certaines propriétés de déformation des 

groupements plans, notamment des cycles. L’énergie associée est évalué grâce à l’utilisation 

d’un potentiel harmonique (Equation 7) où ψijkl est l’angle observée, ψid la valeur à l’équilibre 

et Kid est la constante de force. 

Avec MARTINI, la force exercée par un élastique appliqué entre deux particules est 

également calculée par un potentiel harmonique (Equation 8) avec d la distance entre les 

particules et d0 la distance séparant les particules lors de l’application de l’élastique. La valeur 

à l’équilibre dépend donc ici de la structure utilisée au départ. Kspring représente la raideur de 

l’élastique. Dans notre travail nous avons utilisé généralement la valeur standard définie par 

MARTINI (Kspring = 500kJ.mol-1.nm-2 et cut-off = 0,9nm). Néanmoins, nous avons également 

étudié la possibilité de modifier ces valeurs afin d’obtenir un réseau élastique permettant une 

meilleure description des fluctuations de nos protéines/peptides d’intérêt, plus proche de celle 

obtenue avec un champ de forces plus détaillé (« tout-atomes »). Pour ce faire nous nous 

sommes inspirés d’une étude basée sur la dynamique moléculaire [Globisch et al. 2013].  
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2.1.4  Minimisation d’énergie 

L’un des intérêts majeurs de la modélisation moléculaire est d’identifier la (les) 

conformation(s) la (les) plus stable(s). Un objet constitué de N particules adopte différentes 

conformations selon ses degrés de liberté, définissant un espace à 3N dimensions décrit comme 

l’hyper-surface de l’énergie potentielle. A chaque conformation est associée une énergie 

potentielle différente. Le but de la minimisation est de trouver la ou les conformations de plus 

basse énergie d’un système. En ces points appelés minima d’énergie, les dérivées partielles 

premières de la fonction d’énergie potentielles sont nulles et la moindre variation structurale de 

la conformation entraînera une augmentation de l’énergie. Il faut toutefois faire la différence 

entre le minimum d’énergie global où l’énergie est la plus basse, toutes conformations possibles 

confondues, et les autres appelés minima locaux (Figure 22). 

 

Figure 22 : Représentation à une dimension de l’énergie du système en fonction d’une coordonnée réactionnelle. 

Trouver le minimum global d’un système complexe est très difficile et dépend du nombre 

de degrés de liberté qu’il présente et nécessite l’utilisation d’autres algorithmes. La 

minimisation d’énergie constitue néanmoins la première étape d’un protocole de modélisation 

moléculaire, quel qu’il soit, car elle assure de partir d’une conformation de basse énergie, après 

application des différents paramètres du champ de forces. Les algorithmes de minimisation 

utilisent selon les cas les dérivées de premier ou de second ordre de la fonction d’énergie 

potentielle. Le choix de ces différents algorithmes est généralement lié à la complexité du 

système, à son niveau de détail, mais aussi au type de calcul envisagé après minimisation. Dans 

notre travail nous avons utilisé uniquement la méthode de la plus grande pente (« Steepest 

Descent » ou SD) [Cauchy 1847] (Figure 23) qui utilise la dérivée de premier ordre de la 

fonction d’énergie. En premier lieu, l’énergie de la conformation initiale est calculée. Ensuite, 
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les particules sont déplacées dans l’espace à 3N dimensions. La nouvelle valeur de l’énergie est 

alors calculée ainsi que la dérivée première (gradient). La structure est à nouveau déplacée d’un 

pas arbitraire dans la direction du gradient négatif (donc vers une énergie plus faible). On réitère 

l’opération jusqu’à atteindre un minimum d’énergie. Cette méthode a l’avantage d’être très 

rapide car on se dirige toujours vers une conformation plus stable, mais possède comme défaut 

une mauvaise convergence. Cette méthode est généralement utilisée pour supprimer assez 

rapidement les clashes stériques possiblement liés à la construction du modèle et à l’application 

du champ de forces. 

 

Figure 23 : Représentation de la minimisation par la méthode de la plus grande pente ; d’après [Hjorteland 

1999].  
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2.2  Dynamique moléculaire 

2.2.1  Théorie 

En mécanique moléculaire, il est possible de simuler l’évolution d’un système de 

particules au cours du temps. Cette méthode appelée Dynamique Moléculaire (MD) repose sur 

l’intégration des lois du mouvement de Newton. La seconde loi de Newton est ainsi exprimée 

par l’Equation 9 où �⃗�i est la force exercée sur la particule i de masse mi, de position 𝑟i (x, y, z) 

avec une accélération de �⃗�i. 

 

La force exercée sur cette particule peut aussi être exprimée par l’opposée de la dérivée 

partielle de la fonction d’énergie potentielle U, formalisée par l’Equation 10. 

 

En connaissant l’énergie potentielle du système à un temps t, il est alors possible 

d’associer un vecteur vitesse à chacune de ses particules. De façon itérative, la connaissance de 

la position au temps t de chacune des particules permet ainsi la détermination de leur nouvelle 

position à un temps t + Δt, où Δt est le pas d’intégration. On parle de trajectoire de dynamique 

moléculaire pour désigner un ensemble de conformations successives d’un même système 

moléculaire. La valeur de Δt dépend directement du niveau de détail utilisé pour les simulations. 

Ainsi, si avec un champ de forces classique un pas de Δt = 1fs (10-15s) est généralement utilisé, 

le modèle gros-grains employé lors de cette thèse permet l’utilisation d’un Δt de 20fs.  

2.2.2  Conditions périodiques aux limites 

En dynamique moléculaire, la protéine est les plus souvent placée au centre d’une boîte 

qui va contenir d’autres molécules (eau, ions, lipides) visant à reproduire son environnement 

biophysique. Toutefois, si cette boîte de simulation était dans le vide, on observerait rapidement 

la dispersion des éléments qui la composent. Pour maintenir les propriétés biophysiques du 

système, il est nécessaire d’appliquer des conditions périodiques aux limites (« Periodic 

Boundary Conditions » ou PBC). Cette méthode consiste à copier le système étudié dans les 

trois directions de l’espace (Figure 24). Ainsi, une particule qui sortirait par un coté de la boîte 

(10) 

(9) 
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arriverait directement par le côté opposé. En utilisant ce biais, le système simulé parait avoir 

des bornes infinies et garde ainsi une densité constante. Le calcul des interactions non-liées 

tient bien évidemment compte des conditions périodiques et fait intervenir la version la plus 

proche de chacune des particules impliquées. 

 

Figure 24 : Représentation des conditions périodiques aux limites ; d’après [Louet 2012]. 

2.2.3  REMD 

La dynamique moléculaire de type « Replica-Exchange » (« Replica Exchange Molecular 

Dynamics » ou REMD) est une méthode d’échantillonnage accélérée utilisant comme biais la 

température, et qui permet de simuler des transitions de conformation qui ne pourraient être 

observées à la température classiquement utilisée lors de simulations (300K) car séparées par 

de trop importantes barrières d’énergie. Cette méthode a été développée initialement pour 

étudier le repliement de protéines [Sugita et Okamoto 1999], mais a depuis connu bon nombre 

d’applications [Luitz et Zacharias 2014; Felts et al. 2004; Pitera et Swope 2003; Liu et al. 2015]. 

Lors de simulations REMD, plusieurs répliques du même système sont simulées à 

différentes températures (une réplique = une température). A intervalles de temps réguliers 

(dans nos simulations gros-grains, tous les 1000 pas soit 20ps), le programme (ici GROMACS) 

va tenter « d’échanger » les coordonnées cartésiennes complètes du système simulé à deux 

températures adjacentes. La probabilité de cet échange est définie par l’Equation 11 où U1 et 

U2 désignent l’énergie potentielle du même système aux deux températures T1 et T2. 

 
(11) 
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Cette méthode permet ainsi d’augmenter l’échantillonnage des conformations du système 

en rendant plus facile le passage de barrières d’énergie à haute température, tout en gardant, à 

chacune d’entre elles une distribution de type Boltzmann de l’énergie associée au système. Pour 

des échanges optimaux, on retrouve dans la littérature une probabilité moyenne acceptée entre 

20% et 40% [Rathore, Chopra, et de Pablo 2004; Sunita Patel, Vierling, et Tama 2014; Zhang, 

Wu, et Duan 2005], et pouvant aller jusqu’à 80% [Pitera et Swope 2003; Rhee et Pande 2003]. 

Cette valeur dépend directement du nombre de degrés de liberté du système étudié. Aussi, les 

paramètres ajustables en REMD incluent l’échelle de température utilisée ainsi que la fréquence 

de test des échanges. Dans tous nos calculs, nous avons utilisé le champ de forces gros-grains 

MARTINI qui réduit énormément le nombre de degrés de liberté. Lors de tests préliminaires, 

nous avons observé que pour un système classique incluant un récepteur couplé aux protéines-

G dans une membrane avec de l’eau de chaque côté, une probabilité d’échange d’environ 20% 

en moyenne pouvait être obtenue en utilisant un écart de 3K entre deux répliques adjacentes. 

Dans la plupart de nos études, nous avons utilisé un minimum de 50 répliques entre 300 et 

450K. Pour un système modèle de RCPG comme décrit dans le paragraphe sur la construction 

des systèmes (voir partie 2.4.9), on obtient des distributions d’énergie et le recouvrement 

représentés sur la Figure 25. 

 

Figure 25 : Représentation de la distribution de l’énergie potentielle d’un de nos systèmes à différentes 

températures lors de simulations REMD ; la zone en bleu montre le recouvrement pour deux températures 

adjacentes, c’est-à-dire la zone où un échange de coordonnées du système entre ces deux températures est 

possible. 
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Par défaut dans GROMACS, il y a une tentative d’échange tous les 1000 pas. Mais 

puisqu’on ne peut pas échanger simultanément les coordonnées d’un système de température T 

aux températures T-i et T+i, les échanges ont lieu en alternance sur les paires ‘impaires’ et 

‘paires’. En pratique, avec quatre répliques 1, 2, 3, et 4, on aura aux pas 1000, 3000, …, des 

tentatives d’échange entre les réplique 1-2 et 3-4 ; puis aux pas 2000, 4000, …, des tentatives 

d’échange entre les répliques 2-3. 

A la fin du calcul REMD on obtient des trajectoires non continues. Par exemple, le modèle 

initialement équilibré à 300K va au cours du temps se déplacer le long des différentes 

températures. Ainsi, chacune des trajectoires obtenues contient l’ensemble des modèles 

(conformations) acceptées à la température correspondante. Dans notre travail, nous nous 

sommes particulièrement intéressés à la dynamique de liaison de différents partenaires des 

RCPGs. Aussi, pour récupérer le chemin de liaison que suit par exemple un peptide, on réalise 

un démultiplexage (« demux ») des trajectoires. Des scripts sont déjà prévus dans GROMACS 

permettant de stocker dans un fichier l’ensemble des informations d’échanges opérés lors d’une 

simulation. L’outil gmx trjcat permet alors de reconstituer les trajectoires continues (Figure 

26). Bien entendu et à l’inverse, il ne faut pas oublier ici qu’une trajectoire continue contient 

des conformations issues possiblement de températures différentes.  

 

Figure 26 : Schématisation du demultiplexage ou « demux »; A) Trajectoires obtenues en REMD avec un 

« replex » standard (pas entre chaque tentative d’échange) de 1000 pas de simulation, la trajectoire obtenue 

est dépendante de la température simulée et n’est donc pas continue; B) Trajectoires obtenues après le 

« demux » par GROMACS, la trajectoire est dépendante du modèle de départ et la température du système 

varie. 
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2.2.4  Protocoles de simulations 

Pendant cette thèse, toutes les dynamiques moléculaires ont été réalisées avec 

GROMACS, en utilisant le champ de forces MARTINI 2.2 avec ElNeDYn. Pour la préparation 

des systèmes et les simulations, les paramètres standard définis par les concepteurs du champ 

de forces ont été utilisés : soit un pas d’intégration de 20fs, un rayon de cut-off de 0,9nm pour 

l’ajout d’élastiques entre résidus, une constante de raideur Kspring de 500kJ.mol-1.nm-2 pour tous 

les élastiques et un cut-off de 1,2nm pour le calcul des interactions non-liantes. L’énergie de 

chacun des systèmes étudiés a d’abord été minimisée par la méthode de la plus grande pente 

(5000 pas, assurant pour ce type de système un bon indice de convergence).  

Par la suite, la conformation minimisée a été utilisée comme point de départ pour être 

équilibrée à chacune des températures d’étude lors de courtes simulations successives (50ns) 

réalisées dans les conditions NVT puis NPT. L’intégration des équations de Newton a été 

réalisée avec l’algorithme « leap-frog ». La température et la pression ont été maintenues 

constantes en utilisant les algorithmes « v-rescale » et « berendsen », respectivement. 

Lors de la phase d’équilibrage, les vitesses initiales de toutes les particules ont été 

assignées aléatoirement selon une loi de distribution de Maxwell-Boltzmann. Lors du REMD, 

l’énergie du système a été testée tous les 1000 pas soit toutes les 20ps. Au final, pour chaque 

système étudié on obtient N trajectoires correspondant à chacune des répliques produites aux N 

températures. Les premières trajectoires produites lors de la thèse avaient un temps de 

simulation de 2μs, puis finalement de 10μs avec environ 50 températures étudiées et un 

intervalle de température de 3K, soit un temps de simulation total allant de 100 à 500μs pour 

chaque système étudié. Pour la plupart des systèmes, plusieurs simulations REMD ont été 

réalisées afin de vérifier la convergence des données. Cette convergence est en particulier 

discutée pour le cas de la liaison du peptide Ghréline à son récepteur, pour lequel 3 expériences 

de 500µs ont été effectuées (1,5ms de simulation au total) (voir partie 3.4.2.a). 
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2.3  Analyses des résultats 

2.3.1  RMSD 

Pour comparer deux conformations du même système moléculaire, on utilise assez 

fréquemment le calcul de RMSD (« Root Mean Square Deviation »). Pour deux conformations 

i et j, présentant toutes deux N particules de coordonnées position 𝑟i et position 𝑟j, le RMSD est 

donné par l’Equation 12: 

 

Le RMSD est également directement lié à la manière dont les deux conformations sont 

alignées. Dans le cas par exemple d’un complexe protéine:protéine où chacun des partenaires 

serait flexible, l’alignement peut jouer un rôle primordial sur l’interprétation des résultats. 

Certains résidus très flexibles peuvent en effet perturber l’alignement et augmenter les valeurs 

résultantes de RMSD, masquant ainsi des valeurs bien plus convenables qui auraient pu être 

obtenues avec un alignement optimal. Un calcul de RMSD nécessite donc un choix méthodique 

des sélections à comparer ainsi qu’un alignement optimal des conformations. Enfin, le RMSD 

ne s’applique que pour deux objets ayant le même nombre de particules, ce qui rend difficile 

par exemple le calcul de RMSD entre récepteurs d’une même famille, à moins d’aligner ces 

modèles uniquement sur une région ou un groupe d’atomes conservés. 

2.3.2  Clustering 

Certaines de nos simulations génèrent plusieurs millions de conformations. Pour les trier 

et extraire les conformations les plus représentatives, on effectue un « clustering ». Il existe de 

nombreux algorithmes de clustering. Celui utilisé dans notre travail [Daura et al. 1999] est 

implémenté dans GROMACS et regroupe les conformations en utilisant un critère de RMSD 

(Figure 27). La première étape la création d’une matrice contenant les valeurs de RMSD pour 

chaque paire de conformations obtenue. Il est ensuite considéré que chaque conformation est le 

centre d’un cluster. Pour chaque centre, on compte alors le nombre de conformations qui 

présentent un RMSD inférieur à une valeur de cut-off définie au préalable. Le centre qui a le 

plus de connexions est choisi comme cluster numéro 1 et toutes les conformations de ce cluster 

sont extraites. Parmi les conformations restantes, on prend alors le nouveau centre avec le plus 

(12) 
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de connexions et on réitère la démarche jusqu’à avoir extrait toutes les conformations. 

Toutefois, le problème de cette méthode est la dispersion des conformations au sein d’un même 

cluster. En effet, des conformations présentant entre-elles un RMSD supérieur au cut-off 

peuvent être regroupées au sein d’un même cluster si elles sont suffisamment proches de son 

centre. Un bon choix de la valeur du cut-off est donc essentiel. 

 

Figure 27 : Représentation schématique de l’algorithme utilisé pour le clustering ; chaque sphère correspond à 

une conformation ou structure, les couleurs représentant les clusters finaux classés par populations 

décroissantes. 

Après clustering, il est facile d’obtenir une « trajectoire » contenant les centres de chacun 

des clusters, classés dans l’ordre décroissant de population, ou bien d’obtenir autant de 

trajectoires qu’il existe de clusters, chacune d’entre elles contenant toutes les conformations qui 

ont été regroupées ensemble. Lors de notre travail, toutes les analyses de clustering ont été 

réalisées avec l’outil gmx cluster de GROMACS avec l’algorithme de Daura et al [Daura et al. 

1999] et un cut-off allant de 2Å pour les plus petites structures à 5Å pour les clusterings de 

dimères de RCPGs.  

2.3.3  Analyse en composantes principales 

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) est une méthode statistique d’analyse de 

données multi-variables. Le but est d’identifier la relation entre ces données afin d’en obtenir 

une représentation simplifiée. Pour cela, de nouvelles variables, appelées « composantes 

principales » (CP), sont créées afin de différencier aux mieux les données. On représente 

généralement le résultat d’une ACP par une projection des données en deux dimensions en 

choisissant les deux premières CPs comme axes permettant la plus grande dispersion des 

données dans ce nouveau plan.  
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2.4  Structures initiales 

2.4.1  Construction par homologie 

Même si de nombreux récepteurs possèdent désormais une structure disponible dans la 

PDB (voir partie 1.1.2) on ne dispose encore, pour la plupart, que de leur séquence en acides 

aminés. En l’absence de structure disponible pour modéliser un récepteur d’intérêt, la 

modélisation par homologie peut être utilisée comme une alternative pour créer un modèle de 

départ pouvant être ensuite affiné par différents moyens, notamment par dynamique 

moléculaire. Dans ce travail, nous avons utilisé le logiciel MODELLER [Sali et Blundell 1993]. 

Pour réaliser la construction d’un récepteur par homologie, il est nécessaire de disposer d’un 

alignement parfait entre la séquence du récepteur à construire et le « template », récepteur dont 

on utilise la structure comme référence et qui doit idéalement partager un bon taux d’identité 

avec le récepteur à construire. 

Dans notre travail, nous avons aussi utilisé MODELLER pour construire de novo les 

parties manquantes des structures cristallographiques, notamment les boucles intra-cellulaires, 

afin d’obtenir une séquence continue et permettre au champ de forces de placer correctement 

les élastiques (intra-moléculaires). Dans le cas d’ECL3, celle-ci a été systématiquement 

raccourcie à environ six résidus afin de simplement lier les TM5 et TM6, la boucle n’étant pas 

impliquée lors de la liaison des ligands extra-cellulaires, simplifiant ainsi le calcul. Une 

exception toutefois pour l’étude sur les peptides issus des protéines-G où MODELLER, 

également capable de prolonger des segments en hélice, a été utilisé pour la construction des 

récepteurs de l’Adénosine et conserver la totalité de la boucle ECL3. 

2.4.2  Récepteurs de la Neurotensine 

La Neurotensine (NT) est un peptide de 13 acide-aminés, et isolé en 1973 par Carraway 

et Leeman à partir d’extraits d’hypothalamus de bovin [Carraway et Leeman 1973]. La 

Neurotensine joue une pléiade de rôles physiologiques et pathologiques, incluant la maladie de 

Parkinson, la schizophrénie, l’analgésie, l’hypotension et l’hypothermie ainsi que dans la 

progression du cancer du poumon. Elle possède également de nombreux effets 

cardiovasculaires et des propriétés antipsychotiques [Dobner 2006; Osadchii 2015]. Elle est 

exprimée par les neurones du système nerveux central et par les cellules intestinales. La 

Neurotensine agit comme hormone ou neurotransmetteur agoniste en se liant, avec une affinité 
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équivalente, à trois récepteurs différents : NTR1 et NTR2 qui sont des RCPGs de classe A et 

NTR3 qui est de classe B1. En se liant au NTR1, le peptide provoque l’hypothermie ou 

l’hypotension. En revanche la liaison du même peptide au NTR2 entraine un effet analgésique 

rendant les peptides sélectifs du NTR2 très intéressants du point de vue thérapeutique. Des 

études de structure-activité ont permis de montrer que les résidus [8-13] sont responsables de 

l’activité du peptide [Granier et al. 1982].  

Dans notre travail, les récepteurs NTR1 de rat, NTR1 et NTR2 humains, natifs ou mutés 

ont été construits à partir de la structure cristallographique du récepteur de la Neurotensine-1 

du rat (NTR1r) (code PDB : 4BUO) [Egloff et al. 2014]. Cette structure décrit un variant 

thermostable exprimé par Escherichia coli et résolu à 2,75Å, en présence de son peptide 

agoniste NT[8-13] (NH3
+-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-CO2

-). Cette structure montre néanmoins 

quelques lacunes, notamment au niveau les boucles ICL1 et ICL3 que nous avons construites 

de novo avec MODELLER, la boucle ICL3 ayant été raccourcie pour faire uniquement la 

jonction entre les TM5 et TM6. 

 

Figure 28 : Modèles de départ de NTR1r et de NT[8-13] après construction en vert, à partir de la structure 

cristallographique 4BUO en bleu [Egloff et al. 2014]. 
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Les récepteurs humains à la Neurotensine-1 et 2 (NTR1 et NTR2) ont été construits là 

aussi par homologie en utilisant le récepteur NTR1r (code PDB : 4BUO) [Egloff et al. 2014] 

comme template. Les séquences utilisées de NTR1 et NTR2 sont issues de la base UniProt 

(respectivement P30989 et O95665) et présentent un taux d’identité avec le récepteur de rat de 

83% et 41%, respectivement. 

Lors de nos travaux, les mutations ponctuelles de ces différents récepteurs (NTR1:R212E, 

NTR2:E179R et NTR2:E179R/E181R) ont été introduites avec PyMOL [Schrödinger], en 

utilisant comme point de départ les modèles déjà produits pour chacun de ces récepteurs. 

Dans toutes nos études, la conformation de départ utilisée pour les peptides natifs ou 

modifiés est celle décrite dans les structures cristallographiques disponibles, montrant le 

peptide NT[8-13] dans une conformation quasi-étendue. Les séquences de ces peptides sont 

présentées dans le Tableau 5. 

 

Tableau 5 : Séquences des différents peptides dérivés de la Neurotensine et étudiés lors de notre travail. 

2.4.3  Récepteur de la Chimiokine C-X-C de type-4 

Le récepteur de la Chimiokine C-X-C de type-4 (CXCR4) fait partie d’une famille de 

vingt récepteurs de Chimiokine, qui sont impliqués dans la migration de nombreux types 

cellulaires, notamment les leucocytes [Allavena et al. 2000]. Le récepteur CXCR4 est activé 

exclusivement par la Chimiokine CXCL12 aussi appelé « Stromal cell-Derived Factor » ou 

SDF-1. Des souris « knock-out » de CXCR4 ou de CXCL12 montrent des défauts dans le 

développement vasculaire et le développement du système nerveux central et de l’hématopoïèse 

conduisant à la mort de l’embryon [Zou et al. 1998]. CXCR4 a également été associé à plus de 

23 types de cancers, et favorise la formation de métastases et l’angiogenèse tumorale 

[Chatterjee, Azad, et Nimmagadda 2014]. Un autre rôle clé du CXCR4 est son implication dans 

l’infection de cellules hôtes par le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) en jouant un 
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rôle de corécepteur [Alkhatib et Berger 2007]. Enfin, le récepteur CXCR4 a été montré comme 

formant des homo et hétéro-dimères, modulant son activité [B. Wu et al. 2010]. Ce récepteur 

est un des premiers à avoir été cristallisé sous forme de dimère, présentant une interface de type 

TM4:TM5. 

Nos modèles du récepteur CXCR4 ont été construits directement à partir de sa structure 

cristallographique (code PDB : 3OE0) [B. Wu et al. 2010]. Ce récepteur a été résolu avec une 

résolution de 2,9Å en présence d’un lysozyme T4 inséré dans sa boucle ECL3 et de son ligand 

antagoniste CVX15 (NH3
+-Arg-Arg-Nal-Cys-Tyr-Gln-Lys-DPro-Pro-Tyr-Arg-Cit-Cys-Arg-

Gly-DPro-CO2
-) dans la poche orthostérique. Une fois encore, les boucles ICL1 et ICL3 ont 

été raccourcies et construites de novo avec MODELLER. Le ligand a lui aussi été construit à 

partir de sa structure cristallographique. Pour nous éviter le paramétrage de nouveaux résidus 

dans le champ de forces MARTINI, les acides aminés non naturels présents dans la séquence 

du peptide ont été modifiés à l’aide de PyMOL. Les D-Proline ont été mutées en L-Proline, la 

Citrulline remplacée par une Arginine et la 2-Naphthylalanine par un Tryptophane en accord 

avec des expériences de SAR issues de la littérature [DeMarco et al. 2006]. 

 

Figure 29 : Modèles de départ de CXCR4 et de CVX15 après construction en vert ; la structure cristallographique 

utilisée comme point de départ (code PDB : 3OE0) est reportée en bleu [B. Wu et al. 2010]. 
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2.4.4  Récepteurs de la Vasopressine 

Les récepteurs de la Vasopressine forment un groupe de 4 protéines homologues avec les 

récepteurs de la Vasopressine de type-1 (V1aR et V1bR), le récepteur de la Vasopressine de 

type-2 (V2R) et le récepteur de l’Ocytocine (OTR). V1aR participe à la vasoconstriction et à 

plusieurs fonctions au niveau hépatique. V1bR stimule la sécrétion de l’Hormone Corticotrope 

et est impliqué dans plusieurs fonctions cognitives [Koshimizu et al. 2012]. V2R régule la 

réabsorption de l’eau dans les reins [Juul et al. 2014]. OTR quant à lui participe au 

comportement social et aux fonctions reproductives [Gimpl et Fahrenholz 2001]. Leur ligand 

naturel, la Vasopressine, Hormone Antidiurétique, ou encore l’Arginine-Vasopressine (AVP), 

est une hormone de 9 acides aminés. Elle intervient en plus de ces quatre récepteurs dans le 

cycle cellulaire lors de la mitose et peut jouer le rôle d’inhibiteur de l’apoptose [Miller et al. 

2013]. 

La structure du récepteur V2R n’étant pas connue, nous avons construit un modèle de ce 

récepteur par homologie en utilisant comme modèle de référence la structure cristallographique 

du récepteur δ-Opioïde de la souris (code PDB : 4EJ4) [Manglik et al. 2012] avec lequel il 

partage 26% d’identité. La séquence utilisée pour le V2R est issue d’UniProt (P30518). Cette 

identité de séquence semble assez faible pour utiliser le récepteur δ-Opioïde comme template. 

En effet, pour la construction par homologie des protéines, une conservation d’au moins 35% 

de la séquence est nécessaire pour garantir la similitude de structure. Toutefois, il a été montré 

que des protéines membranaires avec une identité de séquence de 20~35% présentaient malgré 

tout une forte conservation structurale [Olivella et al. 2013]. 

Le récepteur de la Vasopressine V1aR humain a été construit avec le même protocole en 

utilisant la même structure de référence. La séquence utilisée pour l’homologie est issue 

d’UniProt (X5D2B0). Le récepteur V1aR partage 26% d’identité avec le récepteur δ-Opioïde, 

et 40% avec le V2R.  

Nous avons réalisé des simulations de dynamique de liaison de deux partenaires du V2R : 

la Vasopressine et des toxines de venin de serpent présentant un repliement de type « kunitz ». 

Le peptide AVP a été construit sous contraintes RMN (collaboration avec Hélène 

DEMENE, Centre de Biochimie Structurale, Montpellier). Sans trop de surprise, la 

conformation du peptide obtenue après injection des contraintes est très proche d’une des 

structures du peptide connue en cristallographie (code PDB : 1JK4 et 1YF4) [C. K. Wu et al. 

2001; Syed Ibrahim et Pattabhi 2005]. En effet, ce peptide (NH3
+-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-
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Pro-Arg-Gly-CO2
-) présente un pont disulfure maintenant sa conformation qui contraint 

fortement sa structure. 

 

Figure 30 : Modèles de départ de V2R et de l’AVP après construction en vert ; structure cristallographique du 

récepteur δ-Opioïde 4EJ4 en bleu, utilisée comme référence pour la construction [Manglik et al. 2012]. 

Concernant les toxines (collaboration avec Nicolas GILLES, Laboratoire de Toxinologie 

Moléculaire et Biotechnologies, CEA Saclay), la Mambaquarétine-1 (MQ-1) issue du serpent 

Mamba Vert a été construite à partir de sa structure cristallographique (code PDB : 5M4V) 

[Ciolek et al. 2017]. Elle a été isolée du venin de l’animal par fractionnement multiple et 

criblage sur le V2R. Cette toxine possède 57 résidus et trois ponts disulfures. Sa structure 

cristallographique a été résolue par diffraction aux rayons-X avec une résolution de 1,06Å 

[Droctové 2018].  

Par homologie, nous avons construit d’autres toxines homologues de la même famille : 

E7FL11 produit par la famille de serpent Elapidae et la Dendrotoxine-E (DTX-E) produit par 

la famille de serpent Mamba Noir, deux toxines testées in silico qui présentent respectivement 

un taux d’identité de 61% et de 63% avec MQ-1 et qui ne se lient pas au V2R [Droctové 2018]. 
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Figure 31 : Structure générale des toxines de type « kunitz » ; alignement des 3 séquences des toxines utilisées 

au cours de nos calculs. 

2.4.5  Récepteur de la Ghréline 

La Ghréline, est une hormone permettant de stimuler la production de l’Hormone de 

Croissance (GH) et joue un rôle important dans la régulation de la prise alimentaire. Il s’agit 

d’une protéine de 28 résidus qui possède la particularité d’être octanoylée sur une sérine à son 

extrémité N-terminale (NH3
+-GSOFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR-CO2

-). Sans cette 

modification post-traductionnelle, le peptide ne se lie quasiment pas à son récepteur [Bednarek 

et al. 2000]. Plusieurs études, notamment de RMN et modélisation moléculaire [Großauer et al. 

2010; Staes et al. 2010], ont suggéré un rôle de cet Octanoyl dans l’ancrage à la membrane, 

pouvant permettre la diffusion du peptide vers son récepteur. Des études de structure-activité 

ont montré que la Ghréline se liait à son récepteur via sa partie N-terminale, les 5 premiers 

résidus N-terminaux présentant déjà une affinité pour le récepteur de l’ordre de 50nM 

[Bednarek et al. 2000]. La première fonction identifiée de la Ghréline est d’activer le récepteur 

sécretagogue de l’Hormone de Croissance (GHSR-1a) [Kojima et al. 1999]. La GH est une 

hormone multifonction impliquée dans le métabolisme, la croissance et la reproduction 

[Devesa, Almengló, et Devesa 2016]. Mais la Ghréline joue aussi un rôle dans l’appétit par la 

sécrétion du Neuropeptide Y et de l’Oréxine, ainsi que l’inhibition de la Pro-opiomélanocortine 

[Tschöp, Smiley, et Heiman 2000; Cowley et al. 2003; Toshinai et al. 2003]. La Ghréline est 

également impliquée dans la stimulation de la fonction cardiaque, la régulation du métabolisme 
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des carbohydrates via un mécanisme d’inhibition de l’insuline, et a une influence sur la 

prolifération cellulaire [Korbonits et al. 2004]. 

La structure du récepteur de la Ghréline n’étant pas connue, celle-ci a été construit par 

homologie en utilisant le récepteur NTR1 de rat comme référence (code PDB : 4BUO) [Egloff 

et al. 2014] avec lequel il partage 35% d’identité. La séquence utilisée est issue d’UniProt 

(Q92847). Pour nos simulations, le peptide a été réduit à ses 12 premiers résidus (NH3
+-Gly-

Ser-Ser(oct)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-CO2
-) et construit à partir de résultats de 

RMN (collaboration avec le groupe d’Alain MILON, Institut de Pharmacologie et de Biologie 

Structurale, Toulouse) qui ont permis la résolution de la conformation du peptide liée à son 

récepteur. La méthode TROESY (« TRansferred nuclear Overhauser Enhancement 

SpectroscopY ») est la même que celle qui a été utilisée par le même groupe pour résoudre la 

structure de la Dynorphine liée au récepteur κ-Opioïde [O’Connor et al. 2015]. Cette structure 

de la Ghréline montre une conformation presque toute étendue du peptide. En ce qui concerne 

nos calculs, l’information principale issue de cette structure est l’orientation de l’Octanoyl le 

long de la chaîne principale du peptide. Pour les simulations sans l’Octanoyl en position 3 

(Sérine octanoylée), ce résidu a été muté en Sérine via PyMOL. 

 

Figure 32 : Modèles de départ de GHSR-1a et de la Ghréline après construction en vert ; structure 

cristallographique du récepteur Neurotensine-1 (code PDB : 4BUO) en bleu [Egloff et al. 2014]. 
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Ces derniers mois, nous avons également eu l’occasion de tester notre protocole de liaison 

in silico sur un autre peptide se liant au récepteur de la Ghréline, le peptide LEAP2, à l’origine 

identifié comme peptide antimicrobien exprimé dans le Foie et récemment identifié comme 

ligand endogène antagoniste du récepteur GHSR1-a [Ge et al. 2018]. Ce peptide de 40 résidus 

(NH3
+-MTPFWRGVSLRPIGASCRDDSECITRLCRKRRCSLSVAQE-CO2

-) jouerait un rôle 

protecteur lors d’infections virales même si l’on ne connait pas encore précisément son 

mécanisme d’action [Krause et al. 2003]. Dans nos simulations, le LEAP2 a été construit à 

partir de sa structure RMN (code PDB : 2L1Q) [Henriques et al. 2010]. En parallèle de tests 

menés au laboratoire, ce peptide a été construit entièrement ou bien limité à ses résidus [1-12] 

(NH3
+-Met-Thr-Pro-Phe-Trp-Arg-Gly-Val-Ser-Leu-Arg-Pro-CO2

-) ou [15-40] (NH3
+-

ASCRDDSECITRLCRKRRCSLSVAQE-CO2
-). 

 

Figure 33 : Structure RMN du peptide LEAP2 (code PDB : 2L1Q) [Henriques et al. 2010] ; la conformation de 

départ utilisée lors de nos calculs est reportée en couleurs (conformation 19). 

2.4.6  Récepteur de la Dopamine 

La Dopamine est un neurotransmetteur impliqué dans des processus biologiques aussi 

divers que le système de récompense, l’addiction, de contrôle des mouvements coordonnés, le 

métabolisme et les sécrétions hormonales [Beaulieu et Gainetdinov 2011]. Un dérèglement du 

système dopaminergique est impliqué dans différentes maladies comme la dépression, la 

maladie de Parkinson, les troubles de l’attention, la nausée et la schizophrénie [Barbeau 1970]. 

La Dopamine interagit avec 5 récepteurs différents parmi lesquels le récepteur de la Dopamine 

D2 (DRD2) [Missale et al. 1998], capable de dimériser avec le récepteur GHSR-1a [Salahpour 

et Caron 2012]. Le récepteur DRD2 est la cible principale des traitements antipsychotiques et 

contre la maladie de Parkinson [Meltzer, Matsubara, et Lee 1989; Roth 2007].  
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Une structure du récepteur de la Dopamine D2 a été récemment résolue (code PDB : 

6CM4) [S. Wang et al. 2018]. Il s’agit d’un variant thermostable exprimé par Spodoptera 

frugiperda et résolu à 2,87Å en présence d’un lysozyme T4 inséré dans la boucle ECL3. Le 

récepteur a été co-cristallisé avec un antagoniste monoaminergique sélectif : la Rispéridone. 

Comme pour les autres récepteurs, les parties manquantes incluant les boucles ICL1 et ICL3 

ont été construites de novo avec MODELLER et la boucle ICL3 raccourcie pour faire 

uniquement la jonction entre les TM5 et TM6. 

 

Figure 34 : Modèle du récepteur DRD2 après construction en vert; structure cristallographique (code PDB : 

6CM4) en bleu [Wang et al. 2018]. 

2.4.7  Récepteurs de l’Adénosine 

L’Adénosine est un nucléoside pouvant se lier à quatre sous-types de récepteurs : A1, 

A2A, A2B et A3 [Sheth et al. 2014]. Dans le système nerveux central, l’Adénosine est un 

neuromodulateur (de l’Acétylcholine, du GABA, du Glutamate, ou encore de la Sérotonine), 

aussi impliqué dans la plasticité synaptique et la neuroprotection lors d’évènements de stress 

hypotoxique, ischémique et oxydant [Sebastião et Ribeiro 2000; Sperlágh et Vizi 2011; 

Mendonça et Ribeiro 2001; Wei, Li, et Chen 2011]. Dans le système cardiovasculaire, 

l’Adénosine permet la vasoconstriction ou la vasodilatation des artères et des veines. Elle régule 

également la production de cytokine et la prolifération des cellules T. Plus précisément, le 

récepteur de l’Adénosine A1 (A1R) est une cible privilégiée pour le traitement des douleurs 

neuropathiques, la fibrillation atriale et les lésions provoquées par une ischémie-réperfusion. 
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Le récepteur de l’Adénosine A2A (A2AR) quant à lui joue un rôle important dans le système 

immunitaire, les fonctions cardiaques et le système nerveux central, avec par exemple un rôle 

dans la libération du Glutamate [Fredholm et al. 2011]. 

Le modèle utilisé pour la construction du récepteur A1R est sa structure résolue par Cryo-

EM (code PDB : 6D9H) [Draper-Joyce et al. 2018], montrant son interaction avec la protéine-

G hétéro-trimérique Gi2. Le récepteur résolu est une chimère avec le récepteur Muscarinique 

M4 exprimé par Trichoplusia ni et résolu à 3,6Å en présence de son ligand endogène 

l’Adénosine. En utilisant MODELLER, les TM5, TM6 ont été prolongés d’un tour d’hélice en 

accord avec des structures cristallographiques de A2AR (codes PDB : 3RFM, 3UZA et 3VGA) 

[Dore et al. 2011; Congreve et al. 2012; Hino et al. 2012] et l’hélice 8 de trois tours en accord 

avec une structure cristallographique de A2AR (code PDB : 2YDV) [Lebon et al. 2011]. La 

boucle ICL3 a ensuite été construite de novo. 

L’autre récepteur de la sous-famille utilisé dans nos simulations est le récepteur A2AR 

dont la structure a été résolue par diffraction aux rayons-X (code PDB : 5G53) [Carpenter et al. 

2016], en présence de la protéine mini-Gs hétéro-trimérique. Il est exprimé par Trichoplusia ni 

et Escherichia coli et résolu à 4,11Å. De la même manière, MODELLER est utilisé pour 

prolonger d’un tour d’hélice les TM5 et TM6 et de deux tours l’hélice 8, selon les structures 

cristallographiques de A2AR citées précédemment. La boucle ICL3 a ensuite été construite de 

novo. 

 

Figure 35 : Modèles de départ des récepteurs A1R et A2AR après construction en vert ; structures résolues 

(codes PDB : 6D9H et 5G53, respectivement) en bleu [Draper-Joyce et al. 2018; Carpenter et al. 2016]. 
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2.4.8  Peptides C-terminaux des Protéines-G 

En 2016, il a été montré que seule, la partie C-terminale en hélice de la sous-unité α de la 

protéine-G pouvait permettre de conserver sa sélectivité vis-à-vis de différents RCPGs [Semack 

et al. 2016]. Dans notre travail, nous avons essayé de reproduire cette observation par 

simulations CG-REMD. Pour ce faire, les peptides C-terminaux de Gαi, Gαs, et Gαq ont été 

construits à partir de la structure de Gαs complexée au récepteur A2AR humain (code PDB : 

5G53) [Carpenter et al. 2016] et présentant une résolution de 3,4Å. Les 26 derniers résidus de 

Gαs ont donc été extraits pour servir de template pour les peptides C-terminaux Gαi (27% 

d’identité), et Gαq (38% d’identité).  

 

Figure 36 : Construction du peptide C-terminal Gαs issu de la structure cristallographique de A2AR:Gαs (code 

PDB : 5G53) [Carpenter et al. 2016] et modèles construits par homologie des peptides C-terminaux de Gαi et Gαq. 
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2.4.9  Construction de « systèmes doubles » pour les 

simulations CG-REMD 

Lors de simulations de dynamique moléculaire de systèmes membranaires, l’emploi de 

conditions périodiques aux limites (« Periodic Boundary Conditions » ou PBC) a pour 

conséquence une communication des compartiments extra et intra-cellulaires. Aussi, au 

contraire du récepteur dont les mouvements sont limités au plan (x,y) de la bicouche lipidique, 

le ligand va pouvoir diffuser librement dans la boîte de simulation, et ainsi interagir 

indifféremment avec les faces extra ou intra-cellulaires du récepteur. Ceci n’est pas souhaitable 

car bien entendu irréaliste du point de vue biologique, mais aussi parce que cela constitue une 

perte de temps au niveau calcul, altérant l’échantillonnage des conformations du complexe 

peptide:récepteur. Afin de remédier à ce problème, et après discussion avec Romain GAUTIER 

et Stefano VANNI, nous avons choisi dans toutes nos simulations de travailler sur des systèmes 

dupliqués sur l’axe z et dans lesquels deux récepteurs identiques se font face et délimitent un 

compartiment « extra-cellulaire » où seront piégés le ou les ligands. 

La construction de tels systèmes se fait en plusieurs étapes. Le récepteur d’intérêt est tout 

d’abord converti en gros-grains en utilisant le champs de force MARTINI [Marrink, de Vries, 

et Mark 2004] ; pour ce faire nous avons utilisé le serveur CHARMM-GUI [CHARMM-GUI; 

Jo et al. 2008; Qi et al. 2015] (Figure 37A). L’axe principal du récepteur est ensuite utilisé pour 

le placer dans un modèle de membrane 100% POPC en utilisant là aussi les outils disponibles 

dans CHARMM-GUI [E. L. Wu et al. 2014]. Le système est complété de chaque côté de la 

membrane par des molécules d’eau et des ions afin de neutraliser la charge globale du système. 

Dans toutes nos simulations nous avons choisi une même taille de membrane de 100x100Å sur 

les axes x et y. En ce qui concerne l’axe z, une couche d’eau de 13Å a été ajoutée de chaque 

côté du récepteur.  

Dans une seconde étape (Figure 37B), les sphères d’eau et d’ions sont retirées de ce 

système simple et la taille de la boîte est augmentée manuellement de 20Å sur l’axe z. Le 

système obtenu est alors dupliqué, tourné de 180° autour de l’axe x et translaté, pour générer 

un système double où les deux récepteurs se font face. Par la suite, le ligand est rajouté dans le 

compartiment extra-cellulaire ainsi formé, avant finalisation de la construction du système par 

ajout de molécules d’eau et d’ions.  
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Figure 37 : Schématisation du processus de création des « systèmes doubles » ; A) Via le serveur CHARMM-GUI 

(charmm-gui.org) le récepteur est converti d’un modèle tout-atomes à un modèle gros-grains avant d'être placé 

dans une membrane POPC entourée d’eau et d’ions ; B) L’eau et les ions sont ensuite retirés, la boîte de 

simulation agrandie avant de dupliquer le système, de rajouter le ou les peptides dans le compartiment extra-

cellulaire, l’eau et les ions sont à nouveau ajoutés 

Le système ainsi obtenu est soumis à des étapes de minimisation d’énergie et équilibré à 

toutes les températures requises pour les simulations REMD (Figure 38).  

 

Figure 38 : Schématisation du processus de préparation des systèmes pour les simulations de dynamique 

moléculaire de « Replica-Exchange ».  
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2.5  Moyens informatiques utilisés 

2.5.1  Clusters de calcul 

Durant ma thèse, j’ai travaillé sur une station de travail Linux équipée de 2 processeurs 

Intel Xeon Gold 5118 (24 cœurs) cadencés à 2,30 GHz et 64 Go de mémoire vive et d’une carte 

GPU NVIDIA GTX1080Ti. Sur cette station j’ai réalisé la préparation des différents systèmes 

moléculaires, des calculs tests de dynamique moléculaire, mais aussi la plupart des analyses 

statistiques et figures présentées dans ce manuscrit. 

Au laboratoire, nous disposons d’un cluster de calcul qui nous a permis de réaliser 

notamment les phases d’équilibrage et des calculs tests de REMD sur les différents systèmes. 

Ce cluster est composé d’un nœud maître de 32 cœurs (processeurs Intel Xeon CPU E5-2650 

cadencés à 2,00 GHz) et 16 Go de mémoire vive, de sept nœuds de calcul 32 cœurs Intel Xeon 

CPU E5-2660 cadencés à 2,20 GHz et 32 Go de mémoire vive et de cinq nœuds 40 cœurs Intel 

Xeon CPU E5-2660 v2 cadencés à 2,20 GHz et 32 Go de mémoire vive. 

La plupart des calculs CG-REMD ont été déportés sur des machines externes au 

laboratoire, via des demandes de support au niveau régional, national et européen. Au niveau 

régional nous avons eu accès à la machine MUSE de MESO@LR (anciennement HPC@LR). 

Il s’agit d’une plateforme de calcul de l’université de Montpellier et hébergée au CINES. Le 

cluster MUSE est composé de nœuds de 28 ou de 80 cœurs, avec 128 ou 1 To de mémoire vive. 

Sur ce cluster, un total de 3 millions d’heures CPU ont permis de réaliser les premiers tests et 

la validation du protocole décrit dans cette thèse.  

Nos calculs portant sur l’étude de la sélectivité de peptides dérivés de la Neurotensine ont 

été réalisés sur le cluster EOS du centre de calcul CALMIP localisé à Toulouse grâce à 

l’attribution de 1,4 million d’heures de calcul. Ce cluster est composé de nœuds Intel 

IVYBRIDGE 10-cœurs cadencés à 2,80 GHz avec 64Go de mémoire vive. Ces simulations ont 

été poursuivies et terminées grâce à l’obtention d’heures au CINES sur le cluster OCCIGEN2 

via les appels nationaux pilotés par GENCI pour un total de 8,6 millions d’heures. Le cluster 

OCCIGEN2 est composé de nœuds Intel Xeon E5-2690 v3 12 cœurs cadencés à 2,60 GHz et 

de nœuds Intel Xeon E5-2690 v4 14-cœurs cadencés à 2,60 GHz.  

Enfin, nous avons récemment obtenu un accès au centre de calcul du TGCC via un appel 

à projet PRACE au niveau européen. Grâce à ce projet, 5 millions d’heures de calcul nous ont 
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été attribuées sur la machine Curie nous permettant notamment de simuler la dynamique de 

dimères de RCPGs et 20 millions d’heures sur la machine IRENE (2018-2019) qui nous ont 

déjà permis de réaliser le travail sur le récepteur Ghréline, mais aussi sur l’étude de la liaison 

des peptides C-terminaux des protéines-G. Cette dernière machine est composée de nœuds Intel 

Skylake 8168 48-cœurs cadencés à 2,7 GHz avec 192 Go de mémoire vive. 

2.5.2  Logiciels utilisés 

Afin de préparer les systèmes pour les dynamiques moléculaires, les structures issues de 

la PDB possédaient des parties non résolues. De plus certains récepteurs n’ont pas encore de 

structure et ont été construits par homologie. Dans les deux cas, le logiciel MODELLER [Sali 

et Blundell 1993] a été utilisé. Les éventuelles mutations ont été introduites avec l’outil 

mutagénèse de PyMOL [Schrödinger]. Les modèles ont ensuite été préparés avec le champ de 

forces gros-grains de MARTINI [Marrink et al. 2007] en utilisant le serveur CHARMM-GUI 

[Jo et al. 2008] pour les étapes initiales de construction, d’insertion du récepteur dans une 

membrane, d’ajout de l’eau et des ions.  

Toutes nos simulations ont ensuite été réalisées avec le logiciel GROMACS [Berendsen, 

van der Spoel, et van Drunen 1995] d’abord dans sa version 4.6.7 [Páll et al. 2014] pour les 

études de validation de la méthode, de prédiction de la sélectivité et l’application du protocole 

sur la Mambaquarétine, puis dans sa version 5.1.2 ou 5.1.4 [Abraham et al. 2015] pour les 

études des peptides se liant au récepteur de la Ghréline, des peptides C-terminaux des protéines-

G et du dimère DRD2:GHSR-1a. 

La visualisation et analyses des trajectoires obtenues (calculs de RMSD, mesures de 

distances, calcul de pourcentages de liaison, etc…) ont été effectuées avec VMD [Humphrey, 

Dalke, et Schulten 1996]. Le logiciel PyMOL a également été utilisé pour la visualisation de 

nos modèles (structures initiales et conformations issues de nos calculs). Enfin le logiciel R [R 

Development Core Team (2008)] a été utilisé pour réaliser un certain nombre d’analyses 

statistiques et la génération de graphiques. 
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2.6  Synthèse et test biologiques de peptides inhibiteurs 

des interactions protéine-G:protéine-G 

2.6.1  Synthèse 

Pour la synthèse des peptides, une stratégie sur support solide (« Solid-Phase Peptide 

Synthesis » ou SPPS) a été choisie. Dans cette méthodologie, la synthèse est effectuée avec le 

peptide accroché par une liaison covalente à une bille de résine par son extrémité C-terminale. 

En effet, la synthèse peptidique va de l’extrémité C-terminale à l’extrémité N-terminale du 

peptide afin d’éviter des problèmes de racémisation. De plus, les chaînes latérales sont 

protégées par des groupements résistants aux conditions de couplage (protection orthogonale). 

L’accrochage à une bille de taille importante permet d’éliminer facilement les phases aqueuses 

des réactions et des lavages par simple filtration. On peut ainsi travailler avec un excès de 

réactifs et gagner du temps sur les différentes étapes. Une fois les acides aminés ajoutés un par 

un, on décroche simplement le peptide de la résine qui est éliminée par filtration.  

2.6.1.a  Préparation des résines 

La première étape de la synthèse des différents peptides potentiellement inhibiteurs du 

dimère DRD2:GHSR-1a est l’accrochage du premier acide aminé sur la résine (synthèse 

peptidique du C-terminal vers le N-terminal). Il s’agit d’une résine 2-chloro chlorotrytyle (100-

200mesh) (Clt). Un équivalent de résine est gonflé dans du N,N-diméthylformamide (DMF) 

avant d’ajouter 1,2 équivalents d’acide aminé (AA) avec l’amine protégé par un groupement 

fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc), et 4 équivalents de N,N-diisopropyléthylamine (DIEA) en 

solution dans du DMF. Le mélange est laissé sous agitation pendant 2H à température ambiante 

(TA). 

La résine est lavée successivement par 1x un mélange dichlorométhane (DCM)/méthanol 

(MeOH)/DIEA 17/2/1, 2x DMF, 2x DCM et 2x ether diéthylique (Et2O) avant d’être placée 

sous vide. La charge de la résine est mesurée en prenant m = 10mg de résine, traitée par 1mL 

de pipéridine (Pip):20%/DMF sous agitation à TA pendant 30min pour déprotéger les fonctions 

amines. Un volume de 100μL de cette solution est diluée D = 100 fois dans du DMF. Avec un 

spectrophotomètre Genesys 10 (Thermo Electron Corporation) avec une cuve en quartz de l = 

1cm, l’absorbance A est mesurée, et dont la valeur est directement reliée à la charge de la résine 
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par l’Equation 13 où ε est le coefficient d’extinction molaire. La mesure est réalisée à λ = 

289,8nm avec ε = 6089L.mol-1.cm-1. 

 

2.6.1.b  Robot synthétiseur 

La suite de la séquence est synthétisée avec le synthétiseur micro-ondes automatisé 

Liberty Blue (CEM). Tous les peptides ont été synthétisés selon la même méthode avec 

l’hexafluorophosphate de (diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-3-

yloxy)méthaniminium (HATU) comme activateur, DIEA en tant que base et DMF comme 

solvant. Les réactions sont réalisées dans le réacteur de l’appareil, chauffées par micro-ondes, 

sous une pression de 20psi et sous azote.  

Tout d’abord la résine est gonflée par 10mL de solvant. Ensuite chaque acide aminé est 

ajouté selon le même protocole : tout d’abord deux étapes de déprotection du groupement Fmoc 

de 5 et 10min respectivement par un mélange Pip:20%/DMF, la résine est ensuite lavée trois 

fois par le solvant, et enfin deux étapes de couplage de 25min en présence de 4 équivalents de 

Fmoc-AA, 4 équivalents de HATU et 8 équivalents de DIEA. Finalement, le dernier acide 

aminé de la séquence subit une déprotection finale selon le même protocole de déprotection que 

décrit plus haut. Enfin la résine est sortie du robot et placée sous vide avant d’être lavée au 

DCM, puis à l’Et2O. 

2.6.1.c  Décrochage et déprotection des peptides linéaires  

Pour les peptides linéaires, la dernière étape est le décrochage du peptide de la résine et 

déprotection des chaînes latérales qui ont lieu lors de la même étape. La résine est transvasée 

dans un carrousel avec du DCM. Un volume de 15mL d’un mélange acide trifluoroacétique 

(TFA)/triisopropylamine (TIS):3%/H2O:3%, ou TFA/TIS:6% dans le cas du peptide 

comportant une Méthionine afin de ne pas l’oxyder, est ajouté. Le mélange est laissé sous 

agitation à 45°C pendant 45min.  

Le mélange est passé sur verre fritté pour retirer la résine, puis lavé à l’Et2O. Les solvants, 

sont évaporés, puis le liquide restant est transvasé dans un tube qui est rempli à l’Et2O à froid. 

Le mélange est alors agité et régulièrement dégazé, avant d’être laissé à TA pendant 2H. Le 

mélange est passé à la centrifugeuse pendant 10min avec une agitation de 500G. Le surnageant 

(13) 
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est retiré avant de laver le solide restant à l’Et2O à froid. L’étape de la centrifugeuse est réitérée 

encore deux fois. Le solide est solubilisé dans un minimum d’acétonitrile (AcN) et d’H2O avant 

d’être congelé à l’azote liquide et lyophilisé. 

2.6.1.d  Cyclisation, décrochage et déprotection du peptide cyclique 

Pour le peptide à cycliser, il faut décrocher le peptide de la résine sans retirer les 

protections latérales de celui-ci. Pour se faire, la résine est mise en présence de 10mL de 

DCM/TFA:1%/TIS:3% et laissée sous agitation à TA pendant 5min. La phase liquide est 

mélangée à 50mL de DCM/DIEA:1%, et cette étape est répétée encore trois fois. La phase 

liquide est ensuite évaporée et le solide solubilisé dans AcN puis congelé à l’azote liquide avant 

d’être lyophilisé. 

Le peptide va pouvoir être cyclisé par une liaison amine intra-moléculaire. Le peptide est 

solubilisé dans un minimum de DMF et laissé sous agitation à TA. 3 équivalents de DIEA sont 

ajoutés. Après 2min, 1 équivalent de HATU solubilisé dans un minimum de DMF est ajouté. 

La réaction est laissée sous agitation à TA pendant 4H. Les solvants sont ensuite évaporés, le 

produit est solubilisé dans AcN et lyophilisé. 

Enfin, le peptide cyclisé est placé dans 20mL d’un mélange TFA/TIS:2,5%/H2O:2,5% 

afin de retirer les groupements protecteurs des chaînes latérales. Le mélange est laissé sous 

agitation à TA pendant 1H. Le brut réactionnel est alors évaporé et le peptide précipité par Et2O 

à froid. Le mélange est passé à la centrifugeuse pendant 10min avec une agitation de 500G. Le 

surnageant est retiré avant de laver le solide restant à l’Et2O à froid. L’étape de la centrifugeuse 

est réitérée encore deux fois. Le solide est solubilisé dans un minimum d’AcN et d’H2O avant 

d’être congelé là encore sous azote liquide puis lyophilisé. 

2.6.1.e  Purification et analyses 

Une fois les peptides synthétisés, ils sont purifiés par RP-HPLC sur une PLC 2050 

(Gilson) équipé d’une colonne DeltaPak C18 (Waters) (15μm, 300Å, 25x100mm, débit de 

45mL.min-1). En LC-MS, on identifie au moment de l’élution du composé le gradient AcN/H2O 

nécessaire à sa sortie et qui sera utilisé pour la purification par HPLC. La méthode de 

purification suit ainsi le gradient AcN/H2O présenté dans la Figure 39. Les fractions 

comportant le produit sont ensuite rassemblées, évaporées et lyophilisées afin d’obtenir le 

peptide purifié. 
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Figure 39 : Généralisation du gradient d’éluant utilisé pour la purification par HPLC d’un composé avec une 

élution en LC-MS à un gradient d’élution X. 

Le long de la synthèse, les suivis réactionnels, l’identification des fractions en purification 

et les analyses finales ont été réalisés par LC-MS. Le système LC-MS comprend une HPLC 

Alliance 2695 (Waters) couplée à un spectromètre Micromass ZQ (Waters) (ionisation par 

electronébuliseur, ESI+). La colonne utilisée est une Chromolith HighResolution RP-18e 

(Merk) (15μm, 15nm-1,15μm, 4,6x25mm, débit de 3,0mL.min-1). Pour la méthode de 

séparation, un gradient de 100% H2O/Acide méthanoïque (HCO2H):1% à 100% 

AcN/HCO2H:1% avec un débit de 3mL.min-1 pour un temps d’élution de 2,5min ont été utilisés. 

La détection UV a été réalisée à 214nm. Le spectre de masse par ESI a été réalisé avec un débit 

de 200μL.min-1 de solvant. L’azote a été utilisé comme gaz nébuliseur et gaz séchant.  

2.6.2  Tests biologiques  

2.6.2.a  Préparation des systèmes 

Pour mesurer la capacité des peptides à inhiber la formation du complexe 

DRD2/Gi:GHSR-1a/Gq, un test biologique se basant sur la mesure de l’activité de Gαi a été mis 

en place. Cette activité est mesurée par la vitesse de liaison du GTP à Gαi. En effet, cette liaison 

entraîne un changement conformationnel de la sous unité Gα qui peut être suivi par la variation 

de l’émission de fluorescence des tryptophanes de cette sous-unité. Or la vitesse de liaison est 

augmentée dans le complexe par la présence de Gq [Damian et al. 2018]. Pour éviter des 
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interférences liées à la présence de Gαq, Gαi est marqué par un 5-Hydroxytryptophane (5-HW) 

qui peut être excité sélectivement [Mesnier et Banères 2004]. La schématisation de l’effet de 

Gq et d’un peptide inhibiteur sur l’activité de Gi est présentée dans la Figure 40. 

 

Figure 40 : Schématisation de l’activité de Gi, à un temps t après l’ajout du GTP, seule, en présence de Gq, d’un 

peptide inhibiteur (ici partiellement) de la formation du dimère, ou des deux. 

Le test est réalisé avec le GTPγS, un GTP dans lequel le dernier phosphate est remplacé 

par un soufre afin d’empêcher son hydrolyse par Gαi et ainsi permettre la stabilisation du signal 

de fluorescence [Harrison et Traynor 2003]. Le dimère de récepteur DRD2:GHSR-1a est purifié 

en solubilisant des vésicules lipidiques contenant les récepteurs avec du copolymère acide 

maléique/styrène (SMA) [Logez et al. 2016; Dörr et al. 2016]. On obtient alors des disques 

membranaires (SMAPLs) de 20nm de diamètre où les dimères sont encapsulés. Enfin, on sépare 

les hétéro-dimères désirés des homo-dimères par chromatographie en tandem (Figure 41). 

 

Figure 41 : Schématisation du processus de production et purification de l’hétéro-dimère DRD2:GHSR-1a dans 

un nanodisque membranaire ; d’après [Damian et al. 2018]. 
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Le récepteur GHSR-1a est exprimé par Escherichia coli [Damian et al. 2012]. Le 

récepteur DRD2 est exprimé par Pichia pastoris [André et al. 2006]. Les sous-unités Gαq et Gβγ 

sont exprimées par sf9 [Kozasa 2004]. La sous-unité Gαi est exprimée par Escherichia coli [Eps 

et al. 2011] et 5-HW est introduit durant l’expression bactérienne [Mesnier et Banères 2004]. 

La Dopamine et le GTPγS sont des produits commerciaux.  

2.6.2.b Mise en place du test 

Pour les tests, les peptides sont dilués à 1mM dans l’eau. Dans un eppendorf sont ajoutés 

les récepteurs (R), la Dopamine (Dopa), la protéine Gi. En fonction de l’échantillon, la protéine 

Gq et/ou le peptide sont ajoutés. L’eppendorf est complété à un volume de 49μL par une solution 

tampon Trishydroxyméthylaminométhane (TRIS):50nM/Chlorure de sodium (NaCl):150nM 

pour un pH de 8. Les différents types d’échantillons, de volumes d’injection et de 

concentrations sont présentés dans le Tableau 6.  

 

Tableau 6 : Composition des différents échantillons et concentration de chaque composé (volume final 50μL).  

Les eppendorfs sont placés dans un bain-marie à 20°C. L’ajout du GTPγS (1μL) initie 

alors les changements conformationnels et de fluorescence de Gi. La réaction est stoppée à 

10min en plongeant le tube dans la glace. La fluorescence est ensuite mesurée sur un 

spectrofluorimètre Cary Eclipse (Varian) à des longueurs d’ondes d’émission et d’absorption 

de 315nm et 340nm, respectivement. 
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3  Résultats 

3.1  Prédiction de la liaison de peptide aux RCPGs 

3.1.1  Validation de la méthode 

3.1.1.a  Contexte 

La prédiction de la liaison d’un ligand à un Récepteur Couplé aux Protéines-G est un défi 

assez difficile. La cristallographie aux rayons-X et plus récemment la Cryo-EM ont permis de 

résoudre les structures de nombreux RCPGs complexés avec des ligands agonistes, antagonistes 

ou encore allostériques, donnant ainsi de précieuses informations sur les contacts établis par ces 

ligands avec leurs récepteurs respectifs, dans la poche de liaison mais aussi possiblement dans 

des positions intermédiaires. Mais si ces structures fournissent des données importantes, elles 

ne peuvent pas retransmettre toute la dynamique de liaison du ligand au récepteur. Pour étudier 

ce cheminement, essentiel pour comprendre tous les mécanismes mis en jeu, la dynamique 

moléculaire (MD) a été déjà employée par le passé. Toutefois, l’échelle de temps nécessaire à 

l’observation de l’entrée d’un ligand dans son récepteur est telle qu’elle nécessite l’utilisation 

soit de méthodes biaisées de MD, dont les résultats sont souvent particulièrement difficiles à 

interpréter car extrêmement dépendants de la (les) coordonnée(s) réactionnelle(s) utilisée(s), 

soit de ressources de calcul conséquentes pour simuler cette même liaison sans contrainte. Ceci 

est d’autant plus vrai pour des peptides présentant un nombre de degré de libertés important. 

L’idée développée dans ce manuscrit est d’utiliser les champs de forces gros-grains (CG) 

afin de simplifier ces simulations, les rendant ainsi accessibles à un bien plus grand nombre de 

chercheurs. Comme présenté dans l’introduction de ce manuscrit, les modèles CG ont déjà été 

utilisés pour simuler le comportement des RCPGs, notamment pour étudier leur dimérisation 

[Periole et al. 2007; Ghosh, Sonavane, et Joshi 2014; Prasanna, Sengupta, et Chattopadhyay 

2016; Pluhackova et al. 2016; Prada-Gracia et al. 2017]. Toutefois, avec la diminution de la 

résolution de ces modèles, il est à prouver que l’on conserve suffisamment d’informations 

structurales pour décrire correctement la liaison d’un peptide à son récepteur. Le champ de 

forces gros-grains MARTINI [Marrink, de Vries, et Mark 2004] a été développé et validé 

initialement pour les lipides et permet aussi de simuler des peptides, protéines, ainsi que bien 
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évidemment l’eau et les ions. Ceci en faisait un candidat parfait pour étudier nos systèmes 

membranaires. Dans notre travail, nous avons utilisé MARTINI avec ElNeDyn [Periole et al. 

2009] permettant de maintenir les structures secondaires et tertiaires des protéines. En effet, des 

tests réalisés avec MARTINI sans ElNeDyn montrent des distorsions des structures des RCPGs, 

notamment des mouvements inter-hélices peu réalistes. Pour plus de facilité et pour nous éviter 

le paramétrage de petits ligands organiques avec MARTINI, nous avons utilisé les deux seuls 

complexes cristallographiques connus à l’époque présentant un RCPG co-cristallisé avec un 

ligand peptidique : le récepteur de la Neurotensine-1 du rat (NTR1r) (code PDB : 4BUO) avec 

son agoniste naturel la Neurotensine [8-13] (NT[8-13]) [Egloff et al. 2014] et le récepteur de 

Chimiokine C-X-C de type-4 (CXCR4) (code PDB : 3OE0) lié à un antagoniste : le peptide 

CVX15 [B. Wu et al. 2010]. La nature complètement différente de ces deux peptides, agoniste, 

court (6 résidus) et flexible pour NT[8-13], et antagoniste, un peu plus long (16 résidus) et 

rigide pour CVX15, en font des cas d’étude idéaux pour une preuve de concept. 

Nos premières simulations effectuées sur NTR1r ne produisirent pas tout de suite le 

résultat escompté. En effet, parmi les dizaines de simulations lancées (à l’échelle chacune de la 

dizaine de µs), la liaison de la Neurotensine à la poche orthostérique de son récepteur ne fut 

observée qu’une seule fois. En revanche, cette simulation démontrait déjà la capacité du modèle 

gros-grains utilisé à bien prédire la dynamique de liaison de ce peptide à son récepteur, avec 

une position prédite à la fin de la trajectoire très proche de celle connue en cristallographie de 

rayons-X (RMSD inférieur à 3Å). L’analyse des trajectoires ne présentant pas de liaison a 

permis de montrer que le principal problème était la capture de positions intermédiaires du 

peptide présentant un nombre conséquent de contacts favorables (minima locaux), le plus 

souvent entre les boucles ECL2 et ECL3 et à l’entrée de la poche du récepteur du côté extra-

cellulaire, mais aussi du côté intra-cellulaire à cause des conditions périodiques appliquées lors 

de nos simulations. Pour remédier à ces problèmes d’échantillonnage et augmenter la 

probabilité d’observer la liaison du peptide à son récepteur, le champ de forces MARTINI a été 

combiné à la méthode de dynamique moléculaire « replica-exchange » (REMD) [Sugita et 

Okamoto 1999], méthode facilitant l’échantillonnage en apportant de l’énergie au système (voir 

partie 2.2.3). Avec ce nouveau protocole, nous avons rapidement conclu à une bien meilleure 

reproductibilité de la liaison du peptide à son récepteur, et ce à l’échelle de la µs. Toutefois, le 

peptide se retrouvait encore bien souvent au contact de la face intra-cellulaire du récepteur. Afin 

de supprimer ce problème, nous avons opté pour la construction et la simulation de « systèmes 
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doubles » où deux systèmes complets (récepteur, membrane, peptide) se retrouvent en vis-à-vis 

afin de créer un « compartiment extra-cellulaire » fini (voir partie 2.4.9). 

La première partie de mon travail a été de faire la preuve de concept de ce protocole. Pour 

cela, j’ai effectué des simulations CG-REMD sur les deux complexes NTR1r:NT[8-13] et 

CXCR4:CVX15. Dans nos simulations, deux copies du même peptide ont été placées dans le 

compartiment extra-cellulaire, suffisamment loin des deux récepteurs pour ne pas introduire de 

biais initial. Pour chaque complexe, nous avons produits 2μs de simulations à 58 températures 

différentes séparées d’un pas de 3K (de 300 à 471K) pour un total de temps de simulation de 

116μs sur un système comportant deux récepteurs et deux peptides. L’analyse des trajectoires 

montre une liaison presque systématique des peptides à leurs récepteurs lors des 58 répliques ; 

le clustering des trajectoires montre que les conformations les plus représentées sont celles où 

le peptide est dans la poche de liaison, conformations présentant un RMSD bas autour de 3Å 

lorsque comparées aux structures cristallographiques de référence. Une fois converties en 

modèles tout-atomes, ces conformations montrent une bonne stabilité des contacts 

récepteur:peptide prédits avec le modèle gros-grains, avec environ 60% des contacts natifs 

conservés tout au long des différentes trajectoires de dynamique moléculaire obtenues. 

Grâce à cette méthode, nous démontrons ici que nous sommes capables de prédire la 

position de peptides dans leurs récepteurs, mais aussi d’apporter des hypothèses quant au 

chemin emprunté par ces peptides avant d’atteindre leurs positions finales. Un autre avantage 

de notre approche est qu’elle peut être facilement appliquée à d’autres couples peptide:récepteur 

(ou autres protéines d’ailleurs) car elle demande des moyens de calcul assez raisonnables 

(cluster de laboratoire). 

3.1.1.b  Article 

« Reprinted with the permission from [Delort, Bartholomé, Pedro Renault, Landry 

Charlier, Florent Raussin, Jean Martinez, et Nicolas Floquet. 2017. Journal of Chemical 

Information and Modeling 57 (3): 562‐71.]. Copyright 2017 American Chemical Society. »  
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3.1.1.c  Commentaires 

Cet article a été soumis le 25 Août 2016 au journal « Journal of Chemical Information 

and Modeling » pour être finalement publié le 23 Février 2017. Ce délai important s’explique 

par deux phases successives de révisions majeures. Parmi les différentes remarques, les deux 

plus importantes concernèrent le choix du modèle de départ.  

Premièrement, puisque nous utilisons un modèle de récepteur déjà lié au ligand, un des 

évaluateurs nous a demandé de prouver que nous aurions obtenu le même résultat en partant 

d’un autre modèle du récepteur, par exemple présentant un ligand différent, et donc une 

conformation de la poche différente. En effet, comme c’est le cas par exemple lors 

d’expériences de docking dans lesquelles la structure du récepteur est rigide, il est bien plus 

facile de prédire la position d’un ligand à son récepteur lorsque la structure initiale contient déjà 

ce ligand, ou un ligand de la même famille. Même si dans notre approche dynamique, les degrés 

de liberté du peptide et du récepteur sont explorés, une des réserves émises concernait 

l’utilisation du réseau élastique qui aurait permis au récepteur de conserver la conformation de 

la poche, prête à accueillir le peptide. En réalisant des calculs de dynamique CG des deux 

récepteurs NTR1r et CXCR4, cette fois sans ligand, nous avons pu montrer un équilibre 

dynamique entre des conformations ouvertes et fermées de la poche (Figure 5 et S3 de l’article). 

Ce dernier ne reste donc pas bloqué dans la conformation de départ. Pour définitivement 

répondre à ce point, nous avons néanmoins comparé toutes les conformations de CXCR4 et 

NTR1r disponibles dans la PDB, (Figure S7 de l’article) à celles obtenues lors de la phase 

d’équilibrage de nos systèmes aux différentes températures. On montre ainsi pour les deux 

récepteurs un large échantillonnage de la conformation de la poche de liaison, bien plus large 

que celui déduit des structures disponibles, démontrant par la même occasion que le choix d’une 

autre structure de départ aurait eu peu d’influence sur nos résultats. 

La seconde interrogation des évaluateurs portait sur la robustesse de la méthode et sa 

capacité à prédire la liaison d’un peptide à un modèle de RCPG cette fois construit par 

homologie. Dans cet article, nous ne présentons aucun résultat impliquant un récepteur construit 

par homologie, l’objectif étant ici avant tout de faire la preuve de concept de la méthode. 

Néanmoins, pour répondre à cette question, nous avons construit un modèle de CXCR4 basé 

sur la structure du récepteur κ-Opioïdes humain (code PDB : 4DJH) [H. Wu et al. 2012] avec 

lequel il possède 28% d’identité. En appliquant le même protocole, nous avons pu montrer qu’il 

était encore possible d’obtenir la position cristallographique parmi les clusters les plus peuplés 
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comme montré dans l’étude originale. Plus précisément, la conformation la plus proche de la 

structure cristallographique correspondait initialement au 3ème cluster le plus peuplé. Avec le 

modèle construit par homologie, ce cluster apparait même en première position (cluster le plus 

peuplé) (Figure 42). Même si cela pourrait être tentant de parler de « meilleurs résultats » 

obtenus avec le modèle par homologie, nous nous contenterons de dire ici que l’ordre des 

premiers clusters reste difficile à reproduire et peut être dû à une limite de l’échantillonnage ; 

par contre, nous montrons bien ici la capacité de notre protocole à prédire la liaison de peptides 

à des RCPGs pour lesquels aucune structure cristallographique n’est encore disponible, ce qui 

représente la très grande majorité de ces récepteurs. Il est d’ailleurs important de noter ici que 

dans la plupart des autres applications décrites dans cette thèse nous sommes partis de modèles 

construits par homologie. 

 

Figure 42 : Comparaison de la structure cristallographique et des conformations obtenues lors des simulations 

en gros-grains effectuées sur le récepteur CXCR4, le modèle 1 correspond à la structure de référence (code PDB : 

3OE0), le modèle 2 représente le centre du cluster 3 (3ème cluster le plus peuplé) issu de la simulation CG-REMD 

utilisant cette structure comme point de départ, le modèle 3 représente le centre du cluster 1 (le plus peuplé) 

issu de la simulation CG-REMD utilisant un récepteur CXCR4 construit par homologie. 

Il est à noter enfin, que nous avons observé une différence importante entre la position 

connue en cristallographique de la Neurotensine et celle prédite par nos calculs. En effet, si la 

chaîne principale du peptide est placée exactement à la même position, le résidu Tyrosine en 

position 11 présente deux orientations possibles de sa chaîne latérale : soit vers des histidines 

situées sous la boucle ECL1 comme montré en cristallographie (orientation « C »), soit vers la 

boucle ECL3 (orientation « S ») (Figure 43A). Lors de nos simulations l’orientation « C » n’est 

que très rarement observée. Pour essayer de comprendre ce phénomène, nous avons réalisé des 

dynamiques CG en partant des deux conformations de la NT[8-13] déjà liée. En partant de 
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l’orientation « C », on observe très rapidement une réorientation de la chaîne latérale de la 

Tyrosine, celle-ci se relevant d’abord en direction de la boucle ECL2 (Figure 43B) puis se 

plaçant dans la conformation « S ». Sur une échelle de temps de l’ordre de la µs, on observe un 

équilibre entre ces deux conformations « S » et « C », très nettement en faveur de l’orientation 

« S ». Cet équilibre est retrouvé à l’identique lors de simulations où cette fois l’orientation « S » 

a été choisie comme modèle de départ. Il est difficile de discuter exactement de l’origine de ce 

possible réarrangement : simple limitation du modèle ou bien capture par la cristallographie 

d’un seul des deux états possibles de la NT liée ? Toutefois, une donnée importante en ressort : 

on observe une possible interaction du résidu Y11 du peptide avec la boucle ECL2 du récepteur. 

C’est une information qui sera importante pour l’étude présentée dans le chapitre sur le design 

de peptides sélectifs par dynamique moléculaire (voir partie 3.2.1). 

 

Figure 43 : A) Conformations adoptées par la Tyrosine du peptide NT[8-13] lié au récepteur de la Neurotensine; 

B) Conformation intermédiaire de la Tyrosine capable de basculer vers les orientations « C » et « S » et qui 

montre une interaction directe avec ECL2. 

3.1.1.d  Le cas des peptides « scrambled » 

Après avoir validé notre approche sur deux complexes connus en cristallographie et 

montré que la structure de départ du récepteur avait peu d’influence sur nos résultats, nous nous 

sommes posé la question suivante : en CG-REMD, le récepteur peut-il faire la différence entre 

plusieurs peptides ? Autrement dit, est-ce que le modèle utilisé pourrait permettre de 

discriminer la liaison de plusieurs peptides à un même récepteur ? Pour répondre à cette 

question, j’ai construit trois peptides dits « scrambled » de NT[8-13], c'est-à-dire présentant la 

même composition en acides-aminés que le peptide « natif » mais dans un ordre aléatoire, et 

donc (en théorie) incapables de se lier au récepteur (Tableau 7). Le protocole de CG-REMD 

fut ensuite appliqué à chacun de ces peptides en utilisant le même modèle du récepteur NTR1r. 
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Tableau 7 : Séquences du peptide Neurotensine et de ses peptides « scrambled » testés dans nos simulations. 

Nos premières analyses ont montré que les peptides « scrambled » étaient capables de se 

lier au récepteur et ce malgré leur séquence aléatoire. A 300K, nous avons observé une 

probabilité de présence de ces peptides dans la poche du récepteur de l’ordre de 80%. En 

comparaison, le peptide natif NT[8-13] présente une liaison à plus de 95% à la même 

température. Objectivement, cette différence entre le peptide natif et les peptides « scrambled » 

serait difficile à discuter en termes de prédiction, et il parait ici impossible de parler de peptides 

capables ou non de se lier à leur récepteur. 

Pour discuter de ces aspects et de la stabilité de ces peptides dans la poche de liaison de 

leur récepteur, nous nous sommes donc intéressé au pourcentage de liaison de chacun des 

peptides à chacune des températures simulées, sans faire de différence ici entre les différentes 

conformations liées du peptide (Figure 44). En procédant ainsi, la différence entre le peptide 

« natif » et les peptides « scrambled » est alors bien plus marquée. On observe en effet que le 

peptide natif présente une courbe stable et ce, malgré l’augmentation de la température, 

indiquant qu’il se décroche du récepteur bien plus difficilement que les peptides « scrambled ».  
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Figure 44 : Evolution du pourcentage de la liaison du peptide natif et des peptides « scrambled » de la 

Neurotensine en fonction de la température lors de nos simulations CG-REMD. 

Ces résultats encourageants nous ont amené par la suite à étudier avec le même protocole 

la liaison de plusieurs peptides dérivés de la Neurotensine aux deux récepteurs humains NTR1 

et NTR2 avec pour objectif de concevoir des peptides sélectifs du récepteur NTR2 et surtout de 

comprendre les mécanismes mis en jeu dans la sélectivité NTR2/NTR1 (voir partie 3.2.2). 
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3.2 Prédiction de la sélectivité de peptides à différents 

récepteurs  

Après l’étape de validation de notre protocole et la mise en avant de sa capacité à prédire 

du point de vue dynamique la liaison d’un peptide à un RCPG, nous avons cherché à étendre 

son champ d’application à la prédiction de la sélectivité de différents peptides pour différents 

récepteurs. Aussi, nous avons utilisé nos données dynamiques obtenues sur le récepteur de la 

Neurotensine pour concevoir des peptides présentant une sélectivité NTR2/NTR1 et 

comprendre cette sélectivité. Nous nous sommes pour cela basés sur notre observation par le 

calcul de deux orientations possibles de la chaîne latérale de la Tyrosine 11 de la Neurotensine 

liée. En effet, des études expérimentales ont montré par le passé le rôle de ce résidu du peptide 

dans la sélectivité de la Neurotensine [Boules et al. 2010, 2011; Einsiedel et al. 2011; Hapău et 

al. 2016]. 

3.2.1 Design de peptides sélectifs de NTR2 par dynamique 

moléculaire 

3.2.1.a  Contexte 

La Neurotensine et son récepteur sont des peptide et protéine ayant fait l’objet de très 

nombreuses études au sein du laboratoire [Belmeguenai et al. 2000; Sarret et al. 2005; 

Bredeloux et al. 2008; Fanelli et al. 2015]. La NT peut, entre autres récepteurs, se lier avec une 

affinité équivalente aux deux récepteurs de la Neurotensine NTR1 et NTR2. Ces récepteurs 

sont impliqués dans une pléiade de rôles physiologiques. Le développement de molécules 

spécifiques du NTR2 trouve un intérêt pharmacologique dans le traitement des douleurs 

neuropathiques, car évite les effets indésirables liés à la liaison au récepteur NTR1 et qui 

incluent l’hypothermie et l’hypotension [Dobner 2006; Osadchii 2015].  

Ainsi, des simulations de dynamique moléculaire tout-atomes avaient été lancées à mon 

arrivée au laboratoire, visant à étudier la stabilité du peptide de la Neurotensine dans la poche 

orthostérique des deux récepteurs humains NTR1 et NTR2, et ce en partant de la structure 

cristallographique du récepteur NTR1 de rat (code PDB : 4GRV) [White et al. 2012]. Dans ce 

travail, j’ai construit les deux récepteurs humains de la Neurotensine par homologie en utilisant 

comme structure de référence la structure du récepteur de rat, mais surtout en conservant le 
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peptide lié dans la poche tout au long du processus de construction. Pour ces deux nouveaux 

complexes, des simulations de 180ns de dynamique moléculaire tout-atomes ont été réalisées. 

De façon très intéressante, les trajectoires obtenues ont montré un même réarrangement du 

peptide et la rotation de la chaîne latérale de son résidu Y11 comme observé lors de nos 

simulations gros-grains (voir partie 3.1.1). Ces calculs confirment ainsi que ce résidu peut 

établir un contact polaire avec un résidu du récepteur situé dans la boucle ECL2. Or ce résidu 

est très différent entre les récepteurs NTR1 et NTR2 qui présentent respectivement à cette 

position une Arginine (R212) et un Glutamate (E179). Nous avons par la suite exploité cette 

hypothèse d’un contact du résidu Y11 essentiel pour la sélectivité du peptide [Einsiedel et al. 

2011] avec deux résidus de charges opposées au niveau du récepteur. 

Notre hypothèse de travail était alors de remplacer le résidu Y11 par un résidu chargé 

positivement ou négativement, pour obtenir des peptides sélectifs des deux récepteurs NTR1 et 

NTR2. Plusieurs peptides ont été synthétisés au laboratoire (collaboration avec Roberto 

FANELLI et Florine CAVELIER, Institut des Biomolécules Max Mousseron, Montpellier) 

avant d’être testés sur les deux récepteurs (collaboration avec Philippe SARRET, Université de 

Sherbrooke, Canada). Comme prédit par nos modèles, l’introduction d’une charge positive en 

position 11 (notamment d’une lysine) augmente la sélectivité des peptides vis-à-vis du récepteur 

NTR2. L’implication du résidu E179/R212 du récepteur dans cette sélectivité a pu également 

être confirmée in vitro par la production d’un récepteur NTR1 muté (R212E), mimant le 

récepteur NTR2, et présentant une affinité pour le peptide NT:Y11K (11Lys) proche de celle 

observée dans le récepteur NTR2 natif. Ces résultats très intéressants confirment donc un 

contact entre le résidu 11 du peptide et la boucle ECL2 des deux récepteurs, à l’origine de la 

sélectivité. 

3.2.1.b  Article 

« Reprinted with the permission from [Fanelli, Roberto, Nicolas Floquet, Élie Besserer-

Offroy, Bartholomé Delort, Mélanie Vivancos, Jean-Michel Longpré, Pedro Renault, Jean 

Martinez, Philippe Sarret, et Florine Cavelier. 2017. Journal of Medicinal Chemistry 60 (8): 

3303‐13]. Copyright 2017 American Chemical Society. »  
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3.2.1.c  Commentaires 

Cet article a été soumis le 20 Décembre 2016 au journal « Journal of Medicinal 

Chemistry » pour être finalement publié le 23 Février 2017. L’article a connu une phase de 

révision majeure avec un grand nombre d’éléments à préciser, tous domaines confondus. 

Concernant la modélisation moléculaire, on nous a demandé de décrire plus en détail les 

résultats de nos simulations et de produire des simulations supplémentaires validant notre 

hypothèse dans le mutant (simulations du peptide modifié « Lysine » dans les trois récepteurs 

NTR1, NTR2 et NTR1 muté). Une remarque surtout est importante à préciser pour ce 

manuscrit. Pour toutes les simulations, les Arginines 8 et 9 de la séquence de NT[8-13] (NH3
+-

Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-CO2
-) ont été remplacées par des lysines afin de correspondre aux 

données expérimentales. En effet, des études de structure-activité effectuées au laboratoire ont 

montré que ces deux arginines strictement nécessaires pour l’affinité pouvaient être remplacées 

par des lysines permettant une synthèse peptidique plus simple au niveau de la protection des 

fonctions des chaînes latérales, sans pour autant modifier l’activité biologique des peptides 

résultants [Rémond et al. 2016]. 

Si à ce point du travail il était déjà très encourageant d’avoir conçu, sur la base de nos 

simulations, des peptides sélectifs du récepteur NTR2 en introduisant une charge positive en 

position 11, les résultats expérimentaux obtenus ont en revanche invalidé l’hypothèse inverse. 

En effet, nous pensions que l’introduction d’une charge négative à la même position du peptide 

contribuerait cette fois à produire des peptides sélectifs du récepteur NTR1. Or, les peptides 

présentant une charge négative en position 11 ne se lient ni au NTR1, ni au NTR2. Il y a donc 

derrière la sélectivité observée expérimentalement un phénomène certainement plus complexe 

à expliquer que par un simple contact récepteur:peptide. 
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3.2.2 Étude de la sélectivité de peptides dérivés de la 

Neurotensine 

3.2.2.a  Contexte  

Lors de la validation de notre protocole pour la prédiction de la liaison de peptides à leurs 

récepteurs (voir partie 3.1.1), nous nous sommes intéressés à des peptides « scrambled » de la 

Neurotensine. Lors de nos simulations CG-REMD nous avons ainsi pu observer une liaison 

significative à 300K de peptides n’ayant pourtant (a priori) pas d’affinité pour le récepteur 

NTR1. Toutefois, nos résultats suggèrent qu’il est possible de discriminer assez facilement le 

peptide natif des peptides « scrambled » grâce à l’analyse de cette liaison en fonction de la 

température. Dans ce chapitre nous montrons la capacité de notre protocole à prédire la 

sélectivité de différents peptides pour un même récepteur. 

Pour cette partie du travail, nous nous sommes naturellement intéressés aux peptides 

dérivés de la Neurotensine et décrit dans le paragraphe 2.4.2. Ces peptides présentent une 

sélectivité certaine pour les deux récepteurs NTR1 et NTR2 humains. De plus, ils se lient au 

récepteur de la Neurotensine sur lequel notre méthode a déjà été validée dans notre premier 

article. Aussi, nous avons réalisé des calculs CG-REMD sur plusieurs peptides incluant : le 

peptide « natif » (11Tyr) présentant une tyrosine en position 11 et utilisé comme référence car 

non sélectif et les peptides dérivés présentant une charge en position 11: 11Asp et 11Glu qui ne 

se lient ni au récepteur NTR1 ni au récepteur NTR2, et surtout 11Lys qui présente une 

sélectivité d’environ 20 fois supérieur pour le récepteur NTR2 que pour le récepteur NTR1. En 

plus des deux récepteurs sauvages, construits par homologie à partir de la structure 

cristallographique du récepteur NTR1 de rat, nous avons également construit le récepteur NTR1 

mutant R212E, permettant au peptide 11Lys de retrouver une affinité équivalente au récepteur 

NTR2 natif. Pour comprendre le rôle joué par cette position clé de la boucle ECL2, nous avons 

également simulé la liaison des différents peptides à un récepteur NTR2 présentant également 

une inversion de charge à cette même position (E179R). Des études expérimentales sont en 

cours pour caractériser la liaison de ces peptides dans ce mutant « reverse » (collaboration avec 

Philippe SARRET, Université de Sherbrooke, Canada). 

Pour chacun des 16 complexes (4 peptides versus 4 récepteurs), j’ai réalisé 2μs de 

simulation à 58 températures différentes séparées d’un pas de 3K (de 300K à 471K) pour un 

total de temps de simulation de 116μs sur un système comportant deux récepteurs et deux 
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peptides. L’analyse de la liaison des peptides dans la poche de chacun des récepteurs en fonction 

de la température montre des résultats similaires à ceux obtenus avec les peptides 

« scrambled ». En effet, ces analyses permettent une séparation des différents couples 

peptide:récepteur en accord avec l’affinité observée expérimentalement. Ainsi, nos calculs 

prédisent bien le peptide natif comme celui se liant le mieux aux différents récepteurs, mais 

aussi la liaison bien plus faible des peptides chargés négativement. Le résultat le plus probant 

vient de la prédiction de la sélectivité du peptide 11Lys pour le récepteur NTR2, et de 

l’annulation de cette sélectivité dans le récepteur NTR1 muté. 

En outre, les courbes en température montrent un comportement très différent du 

récepteur NTR1 par rapport aux autres récepteurs (Figure 1 de l’article), avec un pourcentage 

de liaison plus faible pour chacun des peptides, et ce à chacune des températures. De manière 

intéressante, la seule mutation de NTR1 suffit à redonner à ce récepteur un comportement du 

type NTR2. En revanche, la mutation introduite dans NTR2 ne produit pas l’effet inverse, et 

contribue seulement à diminuer un peu la liaison de chacun des peptides, avec un effet par 

contre bien plus prononcé pour le peptide 11Lys. Cette observation nous a amené à montrer le 

rôle joué par ce résidu de la boucle ECL2 dans l’ouverture/fermeture de ces récepteurs. Nos 

modèles montrent que l’inversion de charge à cette position joue un rôle clé dans la dynamique 

intrinsèque de ces récepteurs car elle modifie le réseau d’interactions ioniques à leurs surfaces. 

Plus précisément, dans le cas du récepteur NTR1, le résidu R212 de la boucle ECL2 fait face à 

deux résidus chargés négativement dans la boucle ECL3 ; dans le cas du récepteur NTR2, les 

deux boucles ECL2 et ECL3 présentent chacune deux résidus chargés négativement. Dans 

l’article qui suit, nous avons étudié en détails ce réseau d’interaction et montré son rôle dans 

l’ouverture/fermeture de ces récepteurs, notamment en validant notre hypothèse par la 

simulation d’un récepteur NTR2 double muté (E179R et E181R) montrant un comportement 

proche du récepteur NTR1 sauvage. 

Nous montrons en revanche que cette capacité à s’ouvrir ou se fermer, même si elle peut 

évidemment jouer un rôle, n’est pas suffisante à expliquer la sélectivité des différents peptides. 

Enfin, un des points assez remarquables de cette étude est de montrer que le protocole et les 

méthodes utilisés, malgré leurs approximations, sont assez sensibles pour détecter des 

variations entre peptides et récepteurs ne présentant qu’un résidu de différence. 

3.2.2.b  Article 
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3.2.2.c  Commentaires 

Cet article sera prochainement soumis au journal « Journal of Chemical Information and 

Modeling », après avoir été refusé par le journal « E-Life ». Les principales remarques émises 

par l’éditeur d’E-Life concernaient le choix d’un modèle gros-grains ainsi que l’utilisation de 

récepteurs construits par homologie. Pourtant, notre premier article a déjà largement contribué 

à répondre à ces questions, comme déjà discuté plus haut dans ce manuscrit (voir partie 3.1.1). 

De plus, nous montrons une bonne concordance entre résultats théoriques et expérimentaux. La 

principale réserve émise ici et relayée par d’autres collègues est le manque de corrélation directe 

et quantitative entre les résultats obtenus en simulation et ceux obtenus par l’expérience. Au 

moment de l’écriture de ce manuscrit, nous réfléchissons à comment utiliser des méthodes 

d’analyses quantitatives, notamment la méthode WHAM [Kumar et al. 1992] adaptée à 

l’analyse de données issues de simulations REMD, pour évaluer l’énergie libre de liaison de 

chacun de nos peptides dans chacun de leurs récepteurs, et confronter ces résultats aux valeurs 

de Ki mesurées. 

Cet article a mis beaucoup de temps à être finalisé, malgré l’obtention assez rapide des 

résultats bruts, notamment grâce à la rapidité de notre approche et à l’accès à des centres 

nationaux de calcul. 

En effet, nous avons cherché pendant longtemps à expliquer la sélectivité au niveau 

moléculaire via notamment l’analyse par ACP de contacts par paires de résidus 

récepteur:peptide, ou bien encore l’analyse de ces contacts au cours du temps. 

Malheureusement, ces analyses n’ont pas permis de proposer un mécanisme simple. En effet, 

nous avons pu constater que la simple mutation d’un résidu de la boucle ECL2 du récepteur 

était capable d’entraîner un changement global du comportement de sa partie extra-cellulaire. 

D’autres analyses ont montré que le réseau d’interaction récepteur:peptide s’en retrouve 

complètement modifié et ce malgré un chemin d’entrée commun à tous les couples 

récepteur:peptide. Ce chemin qui passe entre les boucles ECL2 et ECL3 du côté des TM5 et 

TM6 oblige le peptide à franchir un pont ionique qui fait intervenir le résidu identifié dans nos 

études comme la clé de la sélectivité. Ce pont est également le moteur de la dynamique 

d’ouverture/fermeture du récepteur. La nature du résidu en position 11 du peptide va donc 

possiblement lui permettre d’emprunter plus ou moins facilement ce même chemin. Dans ce 

contexte, la liaison diminuée des peptides chargés négativement pourrait être expliquée par un 

problème de pré-positionnement à la surface du (des) récepteur(s). En effet, les boucles ECL2 
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et ECL3 étant très chargées négativement, ces peptides auraient alors du mal à se placer 

correctement à l’entrée de la poche. 

Au final, cette étude montre tout l’intérêt de l’approche CG-REMD développée durant 

ma thèse. En des temps de simulations très réduits, on est capable d’observer la liaison d’un 

peptide à un RCPG sans la moindre contrainte inter-moléculaire appliquée. Le peptide va 

simplement diffuser dans l’eau avant d’interagir avec le récepteur et se placer dans la poche de 

liaison dans une conformation quasiment identique aux données expérimentales existantes. 

Malgré les simplifications liées à l’utilisation d’un champ de forces gros-grains, la méthode 

reste assez sensible pour pouvoir comparer (au moins sur le plan qualitatif) la liaison de 

différents peptides à leur(s) récepteur(s). Ces résultats très encourageants nous ont amenés à 

appliquer cette même méthode à d’autres cas d’études notamment pour prédire des interactions 

protéine-protéine impliquant les RCPGs. Ces différentes applications seront discutées dans la 

dernière partie de ce manuscrit (voir partie 3.4). 
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3.3 Prédiction des interactions RCPG:RCPG 

3.3.1 Dimère de RCPGs 

3.3.1.a  Contexte 

Un modèle de dimère comprenant deux RCPGs et deux protéines-G a été proposé il y a 

quelques années dans l’équipe. Ce modèle se base sur trois structures cristallographiques 

différentes (Figure 45). Tout d’abord le complexe β2AR:Gs (code PDB : 3SN6) résolu à 3,2Å 

[Rasmussen et al. 2011] a été utilisé pour modéliser l’interface RCPG:pG. La structure 

décrivant un dimère du récepteur CXCR4 (code PDB : 3ODU) résolu à 2,5Å [B. Wu et al. 

2010] a été ensuite utilisée pour créer l’interface entre deux complexes β2AR:Gs. En procédant 

ainsi, l’ouverture en deux de la sous-unité α de la protéine-G telle que décrite dans la structure 

du complexe β2AR:Gs conduit à des clashes stériques importants entre les deux sous-unités α. 

En revanche, lorsqu’on utilise une structure inactive de la protéine-G hétéro-trimérique telle 

que Gi (code PDB : 1GP2), résolue à 2,3Å [Wall et al. 1995], le mode de dimérisation connu 

pour CXCR4 permet une imbrication parfaite des deux protéines-G. Ces assemblages faisant 

intervenir plusieurs protéines-G ont par ailleurs été proposés dans la littérature [Navarro et al. 

2016; Cordomí et al. 2015]. Toutefois, aucun de ces modèles ne montre d’interactions protéine-

G:protéine-G aussi complémentaires que dans notre modèle.  
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Figure 45 : Schématisation du processus de construction du dimère ; A) Complexe RCPG:pG donné par β2AR:Gs 

(code PDB : 3SN6) [Rasmussen et al. 2011]; B) Complexe RCPG:RCPG donné par le dimère de CXCR4 (code PDB : 

3ODU)[B. Wu et al. 2010] ; C) Observation de clashs stériques entres les sous-unités Gα ; D) Remplacement de Gs 

par une Gi inactive (code PDB : 1GP2) [Wall et al. 1995] ; E) Dimère obtenu permettant une imbrication parfaite 

des deux Protéines-G. 

Récemment, notre modèle de dimère a été validé dans le cadre d’une ANR 

multidisciplinaire ayant pour objectif d’étudier le récepteur de la Ghréline (GHSR-1a). Dans le 

travail présenté ci-après, nous avons étudié la capacité du récepteur GHSR-1a à se dimériser 

avec le récepteur de la Dopamine D2 (DRD2). Ce dimère est connu pour moduler les voies de 

signalisation dépendantes de la Dopamine [Kern et al. 2012]. L’originalité de ce travail a été de 

montrer que dans ce dimère DRD2:GHSR-1a, l’activation de Gi couplée au récepteur DRD2 

est augmentée en présence de la protéine Gq, couplée quant à elle au récepteur GHSR-1a. Cette 

interdépendance suggère des interactions fortes entre les deux protéines-G, comme proposé 

dans notre modèle.  

Le rôle de la modélisation dans cet article a été de proposer un modèle du dimère 

DRD2/Gi:GHSR-1a/Gq afin de discuter des contacts à l’interface de celui-ci. Pour construire ce 

dimère nous sommes partis du modèle proposé quelques années plus tôt. Puisque ce modèle 

était basé sur un dimère β2AR:Gs, un important travail de modélisation par homologie a été 

réalisé avec le logiciel MODELLER. Le récepteur DRD2 a été construit par homologie en 

utilisant sa séquence issue de la base UniProt (P14416) qui présente un taux d’identité de 34% 
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avec β2AR. Il est à noter que lorsque ce travail a été soumis pour publication, la structure du 

récepteur DRD2 n’avait pas encore été résolue [S. Wang et al. 2018]. De la même façon, le 

récepteur GHSR-1a a été construit par homologie (UniProt Q92847), en utilisant le récepteur 

β2AR comme référence. Les deux récepteurs ne présentent que 23% d’identité de séquence 

(contre environ 35% entre GHSR-1a et le récepteur de la Neurotensine-1, utilisé plus loin dans 

ce manuscrit pour d’autres calculs). Aussi ce choix du récepteur β2AR comme référence a été 

fait ici pour rester au plus près du modèle initialement construit, pour ne pas modifier l’interface 

entre les deux récepteurs. Dans notre modèle, la protéine Gi a été construite directement à partir 

de sa structure (code PDB : 1GP2), après alignement sur la protéine Gs co-cristallisée avec le 

récepteur β2AR. Il en est de même pour Gq dont la structure cristallographique est également 

disponible (code PDB : 3AH8) [Nishimura et al. 2010] (résolution de 2,9Å). Pour valider 

expérimentalement ce modèle présentant deux récepteurs et deux protéines-G, des distances 

croisées entre les récepteurs et les protéines-G ont été mesurées par LRET (Transfert d’Energie 

de Luminescence par Résonnance). Les sondes utilisées en LRET ont été introduites à des 

endroits bien choisis de la (les) séquence(s) en se basant sur les résultats d’une simulation de 

dynamique moléculaire tout-atomes de 100ns du dimère ainsi construit. Ce choix s’est orienté 

vers les régions non structurées les moins flexibles du dimère. Des distances croisées Gαi-Gαq, 

Gαi-GHSR-1a et DRD2-GHSR-1a ont ainsi été proposées puis validées par les mesures LRET 

effectuées au sein du laboratoire (Tableau 8). Pour la distance DRD2-GHSR-1a, il a été 

impossible d’exprimer le récepteur DRD2 marqué, expliquant l’absence de valeur 

expérimentale. 

 

Tableau 8 : Distances mesurées lors de simulations AA du dimère et validées par des mesures de LRET. 

Cette étude très complète qui combine la modélisation moléculaire et la biophysique à 

des tests pharmacologiques a permis de proposer un mécanisme d’assemblage de ce dimère et 

surtout de montrer l’importance des contacts aux interfaces protéine-G:protéine-G dans sa 

fonctionnalité.  

3.3.1.b  Article  
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3.3.1.c  Commentaires 

Cet article a été soumis le 22 Juillet 2017 au journal « Proceedings of the National 

Academy of Sciences » pour être finalement publié le 21 Février 2018. L’article a connu deux 

phases de révisions majeures qui concernaient principalement l’obtention de contrôles 

supplémentaires. Les révisions ont également porté sur la possible extrapolation de ces résultats 

à un modèle cellulaire. Concernant plus précisément la modélisation, la principale remarque 

portait sur l’aspect « spéculatif » de la construction du modèle initial du dimère et le choix, a 

priori, d’un mode de dimérisation parmi d’autres possibles. En réponse à cette question, nous 

avons pu démontrer que les autres modes de dimérisation connus des RCPGs ne permettaient 

pas de valider les distances mesurées expérimentalement.  

Cet article permet de mieux comprendre les mécanismes de formation du dimère entre le 

récepteur de la Ghréline et le récepteur de la Dopamine, mais surtout apporte une explication 

structurale à la modulation par le récepteur GHSR-1a de la signalisation liée à la Dopamine. La 

modélisation ouvre ici des perspectives intéressantes car notre modèle nous permet de discuter 

des interactions aux interfaces protéine-G:protéine-G.  

Une autre information importante de cet article est la présence non pas de deux mais des 

quatre récepteurs dans cet assemblage complexe. La présence de ces deux récepteurs 

supplémentaires a été déduite lors des mesures de FRET (Transfert d’Energie de Fluorescence 

par Résonnance) à trois couleurs montrant clairement l’implication d’au moins trois récepteurs. 

Des analyses supplémentaires ont permis d’identifier que les deux récepteurs GHSR-1a et 

DRD2 supplémentaires interagissaient avec leurs homologues impliqués dans l’hétéro-dimère 

central (hétéro-dimère d’homo-dimères). Cet assemblage a ensuite été confirmé lors des 

mesures des distances croisées en LRET. En effet, la mesure de la distance entre Gαi et GHSR-

1a a montré un second signal à une distance minimum de 60Å, permettant de délimiter une zone 

possible de présence du second récepteur GHSR-1a (Figure S16 de l’article). 

Ces observations ouvrent un certain nombre de perspectives pour l’étude de la dynamique 

des RCPGs par modélisation. En effet, en se basant sur les interfaces protéine-G:protéine-G 

décrites par notre modèle, nous avons synthétisé des peptides, mimant ces interfaces, et 

potentiellement capables d’inhiber la formation du dimère de protéines-G. Dans le même temps, 

nous avons utilisé notre protocole CG-REMD pour prédire les interactions protéine:protéine au 

sein de ce gros complexe, notamment la position des deux récepteurs supplémentaires pour 

proposer un modèle complet DRD2/DRD2/Gi:GHSR-1a/GHSR-1a/Gq.  



 
 
 

3  Résultats 

161 
 

3.3.2  Synthèse et test de peptides inhibiteurs des interactions 

protéine-G:protéine-G 

3.3.2.a  Choix des peptides 

Afin d’apporter une validation supplémentaire de notre modèle DRD2/Gi:GHSR-1a/Gq, 

j’ai réalisé la synthèse de peptides ayant pour objectif d’inhiber la formation de ce complexe. 

Nous avons ciblé pour cela l’interface entre les deux protéines-G, montrant une forte 

complémentarité et une large surface d’interaction. L’hypothèse de départ réside dans la 

capacité de ces peptides à se placer à la surface des deux protéines Gi et Gq, dans les régions 

impliquées dans le dimère, afin d’empêcher leur interaction par compétition. 

Notre choix s’est porté sur la synthèse de fragments de Gi, en espérant qu’ils se fixent à 

la surface de Gq. Le choix de mimer Gi plutôt que son homologue vient de l’observation 

expérimentale d’un pré-couplage de Gq avec son récepteur GHSR-1a. La visualisation de nos 

modèles a permis d’identifier quatre fragments continus de Gi, présentant une structuration 

particulière et une bonne complémentarité de charge avec Gq. Des analyses des trajectoires de 

dynamique moléculaire ont par ailleurs montré que ces segments sont en contact permanent 

avec Gq. Les peptides que nous avons sélectionnés pour se fixer à la surface de Gq sont 

représentés sur la Figure 46. 

 

Figure 46 : Structures des segments extraits de Gi à l’interface Gi:Gq, Gαq est représenté en vert, les séquences 

des peptides sont données dans le Tableau 9. 
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Deux de ces peptides sont structurés en hélice ; le troisième décrit un coude ; le quatrième 

présente une structure désordonnée. Pour celui présentant un coude, nous avons décidé de le 

synthétiser sous sa forme linéaire, mais également sous une forme cyclique pour tenter de 

conserver son repliement. Les séquences de ces peptides sont données dans le Tableau 9. 

 

Tableau 9 : Séquences des peptides synthétisés et leur numérotation d’origine dans la protéine-Gi.  

3.3.2.b  Synthèse des peptides 

La synthèse des peptides a été réalisée avec une stratégie sur support solide. La première 

étape consistait en l’accrochage du premier acide aminé sur la résine (résidu C-terminal en 

synthèse peptidique). La suite de la séquence a été incorporée par un robot synthétiseur 

automatisé. Les peptides BDNF3 et BDNF4 sont issus de la même synthèse sur le robot, avant 

d’être séparés pour donner le peptide linéaire BDNF3 et le peptide cyclique BDNF4. Une fois 

récupérés, les peptides linéaires BDNF1, BDNF2, BDNF3, et BDNF5 ont été décrochés des 

résines dans des conditions permettant de supprimer les protections latérales. Pour le peptide 

cyclique BDNF5, il a été dans l’ordre décroché de la résine, cyclisé par une liaison amide entre 

ses extrémités et enfin déprotégé. Les peptides ont été ensuite purifiés par HPLC préparatoire. 

Les protocoles des réactions sont décrits dans la partie Matériels et Méthodes (voir partie 2.6.1). 

 

Figure 47 : Schéma réactionnel de l’accrochage du premier acide aminé à la résine. 

Pour le peptide BDNF5 nous disposions au laboratoire de résine de Wang avec une 

arginine greffée Fmoc-R(Pbf)-Wang avec une charge de 0,64mmol.g-1. Il n’a donc pas été 

nécessaire de réaliser cette première étape. Pour les autres peptides, le premier acide aminé, 

Valine pour BDNF1 et BDNF2 et Phénylalanine pour BDNF3/4, a été accroché sur une résine 

2 chloro-Chlorotrytyl (Ctl). Pour la synthèse de Fmoc-V-Clt, 1g de résine avec une charge à 
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1,6mmol.g-1 a réagi avec 651,6mg de Fmoc-V et 816mg de DIEA. 1,370g de résine a été 

obtenue avec une charge mesurée à 0,91mmol.g-1 pour un rendement de 84% (Tableau 10). 

Pour la synthèse de Fmoc-F-Clt, 1g de résine avec une charge à 1,6mmol.g-1 a réagi avec 

743,8mg de Fmoc-F et 816mg de DIEA. 1,357g de résine a été obtenue avec une charge 

mesurée à 0,94mmol.g-1 pour un rendement de 92% (Tableau 10). 

 

Tableau 10 : Mesure de la charge des résines avec le premier acide aminé greffé, selon : charge = (A/m)*16423 

(voir partie 2.6.1.a). 

Pour la complétion des séquences, une quantité de 0,25mmol des résines préparées a été 

utilisée pour tous les peptides, ce qui correspond à 275mg de Fmoc-V-Ctl pour les peptides 

BDNF1 et BDNF2, 266mg de Fmoc-F-Ctl pour la synthèse de BDNF3/4 et 393mg de Fmoc-

R(Pbf)-Wang pour la synthèse de BDNF5. 

 

Figure 48 : Schéma réactionnel de la synthèse des peptides linéaires BDNF1, BDNF2, BDNF3 et BDNF5. 
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A la sortie du robot synthétiseur les résines ont été directement traitées pour décrocher 

les peptides et retirer les protections des chaînes latérales. Pour les peptides BDNF3/4, la résine 

a été séparée en deux fractions égales : une pour le peptide linéaire BDNF3 et l’autre pour le 

peptide cyclique BDNF4. Pour le peptide BDNF1, 440mg de produit a été récupéré dont 167mg 

a été ensuite purifié ; 37mg de produit pur a été ainsi obtenu pour un rendement final de 22%. 

Pour le peptide BDNF2, 396,9mg de produit a été récupéré dont 156mg a été ensuite purifié ; 

39mg de produit pur a été ainsi obtenu pour un rendement final de 27%. Pour le peptide BDNF3, 

123,5mg de produit a été récupéré dont l’intégralité a été ensuite purifiée ; 98mg de produit pur 

a été ainsi obtenu pour un rendement final de 74%. Pour le peptide BDNF5, 250mg de produit 

a été récupéré dont 150mg a été ensuite purifié ; 88mg de produit pur a été ainsi obtenu pour 

un rendement final de 50%. 

 

Figure 49 : Schéma réactionnel de la synthèse du peptide cyclique BDNF4. 

Pour le peptide BDNF4, après le décrochage de la résine, 1585,6mg de produit a été 

récupéré, cette masse élevée s’expliquant par la présence d’une impureté liquide. 755mg de 

produit a été alors utilisé pour la cyclisation avec des quantités de réactifs calculées en 

supposant une quantité de 0,0625mmol de peptide (rendement maximum) soit 25mg de DIEA 

et 24mg de HATU. Au terme des 4H de réaction, le produit de départ est toujours présent. Le 

même nombre d’équivalents de réactifs a été alors ajouté, et la réaction a été laissée pour 4H 

supplémentaires. La réaction n’étant toujours pas terminée, le même nombre d’équivalents de 

réactifs a été une dernière fois ajouté, et la réaction a été continuée toute la nuit. La conversion 

du peptide linéaire a été ainsi complète et 908mg de produit a été obtenu sous la forme d’une 

huile. Toutefois, la racémisation d’une phénylalanine a été observée en HPLC avec un ratio 1:1 

entre les stéréo-isomères, ainsi que des traces du dimère cyclique, dû aux conditions brutes de 

la réaction. Après la déprotection des chaînes latérales, la disparition de l’impureté liquide a été 

observée, et 89mg de produit a été obtenu et intégralement purifié. Puisque les phénylalanines 

ne sont pas impliquées à l’interface Gi:Gq dans nos simulations, la racémisation n’est pas un 

problème en soi. Les stéréo-isomères ont été toutefois séparés pour donner 12mg du peptide 



 
 
 

3  Résultats 

165 
 

BDNF4a et 10mg du peptide BDNF4b pour un rendement final de 34%. Il faudra par la suite 

déterminer lequel est le peptide isomérisé. 

3.3.2.c  Test biologiques d’inhibition 

Pour tester le pouvoir inhibiteur des peptides sur la formation du dimère, j’ai participé 

aux tests biologiques qui consistaient à mesurer l’activité de Gi. En effet, lorsque Gi est dans le 

complexe DRD2/Gi:GHSR-1a/Gq, son activité, c'est-à-dire sa capacité à lier le GTP, augmente 

en présence de Gq. Cette modification de son activité peut être mesurée directement par un 

changement de sa fluorescence intrinsèque. Nos peptides ont donc été testés sur des 

nanodisques, en présence des récepteurs DRD2 et GHSR-1a dimérisés, de la Dopamine (Dopa), 

et de la protéine Gi. Une première moitié des échantillons a été testée sans Gq. Sans Gq, on 

s’attend à ne voir aucun effet des peptides. La seconde moitié a été testée en présence de Gq. Si 

les peptides ont bien un effet inhibiteur des interactions entre Gq et Gi, alors on s’attend ici à 

voir une diminution de l’augmentation de fluorescence induite par Gq. Chacun des peptides a 

été testé seul. Un mélange des cinq peptides synthétisés a également été testé (BDNF1, BDNF2, 

BDNF3, BDNF4a et BDNF5). En effet, les interactions protéine:protéine montrent souvent une 

grande surface d’interaction, ce qui rend difficile leur inhibition par un peptide de petite taille. 

Aussi, en testant un mélange, nous espérions voir un effet coopératif entre les différents 

peptides. La liste et la composition des échantillons testés sont données dans le Tableau 11. Le 

GTP a été rajouté en dernier puisqu’il déclenche les changements conformationnels de Gi. Au 

bout de 10min la réaction a été stoppée dans la glace et la fluorescence mesurée. 
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Tableau 11 : Composition des échantillons préparés pour les tests d’activité de Gi en présence ou l’absence de 

Gq et des différents peptides. 

Tout d’abord, les contrôles effectués nous permettent de montrer que les peptides n’ont 

pas d’effet sur l’activité propre de Gi (en l’absence de Gq). Nos analyses de fluorescence 

(Figure 50) montrent que les peptides BDNF1, BDNF3 et les deux peptides BDNF4 baissent 

l’augmentation de l’activité de Gi induite par Gq de 15%, 37%, 26% et 11% respectivement 

alors que les peptides BDNF2 et BDNF5 n’ont aucun effet. Le résultat le plus encourageant 

vient des tests effectués avec le mélange des cinq peptides qui semble inhiber complètement la 

formation du dimère. En effet, en présence du mélange, nous n’observons aucune augmentation 

de la fluorescence de Gi induite par Gq.  
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Figure 50 : A) Fluorescence mesurée pour tous les échantillons à t = 10min après l’ajout du GTPγS ; B) mesure de 

l’activité de Gi induite par Gq, calculée par la différence de fluorescence entre les échantillons avec et sans Gq 

(moyenne avec n=2). 

Ces résultats très encourageants qu’il faut encore reproduire pour les confirmer, apportent 

d’ores et déjà une preuve expérimentale supplémentaire validant les interfaces protéine:protéine 

proposées dans notre modèle de dimère. Ce travail ouvre également d’intéressantes 

perspectives. Dans un premier temps, il nous faudra déterminer précisément quels peptides du 

mélange sont responsables de l’inhibition complète du dimère. Si l’on peut supposer 

l’implication des peptides BDNF1, BDNF3 et BDNF4, il n’est pas à exclure que les peptides 

BDNF2 et BDNF5, inefficaces seuls, participent malgré tout par un effet synergique. Tester les 

différentes combinaisons possibles de peptides nous donnera rapidement la réponse à cette 

question. Dans un second temps, nous envisageons d’optimiser les séquences de ces peptides 

afin d’obtenir de meilleurs résultats d’inhibition. Des travaux commencent tout juste dans 

l’équipe visant à caractériser toutes les interfaces possibles protéine-G:protéine-G via la 

construction exhaustive de tous les modèles de dimères possibles impliquant Gi, Gq, mais aussi 

Gs, Go, etc… Une autre piste intéressante consiste à cribler des librairies de petites molécules 

(dans un premier temps commerciales), afin d’identifier de possibles molécules candidates 

présentant les prérequis pharmacophoriques pour inhiber nos dimères. L’inhibition de ce (ces) 

dimère(s) de protéines-G pourrait à long terme être utilisée pour le développement de tests 

biologiques. La méthode pourrait également être appliquée à d’autres dimères de protéines-G 

liés à différents dimère de récepteurs afin de comprendre plus précisément le rôle joué par ces 

dimères dans leur fonction (régulation).  
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3.3.3  Prédiction du mode de dimérisation / oligomérisation des 

RCPGs 

3.3.3.a  Contexte 

Notre étude de la dimérisation de DRD2:GHSR-1a a montré la présence de deux 

récepteurs supplémentaires formant des homo-dimères avec leur homologue du dimère central 

(Figure 51). Pour essayer de placer ces récepteurs dans le complexe, nous disposions d’une 

seule contrainte supplémentaire, mesurée en LRET et indiquant une distance de 60Å entre un 

résidu de Gαi et un résidu de l’ICL2 du deuxième protomère de GHSR-1a. Nous avons essayé 

différents types de simulation sous contrainte pour essayer de résoudre la structure de ce macro-

complexe. Cette information de distance ne nous a malheureusement pas permis de réduire 

suffisamment les degrés de liberté pour proposer un modèle final (Figure S16 de l’article en 

3.3.1). Aussi, nous avons utilisé notre approche CG-REMD, sans appliquer de contrainte, pour 

essayer de valider, a posteriori, la position des 3ème et 4ème récepteurs au sein de ce complexe. 

Pour cela nous avons construit de nombreux systèmes différents, et réalisé des simulations CG-

REMD utilisant les mêmes paramètres que ceux décrits pour la validation de la méthode (voir 

partie 3.1.1), avec des temps de simulation d’environ 5μs pour chacune des 50 répliques 

échelonnées entre 300 et 447K. 

 

Figure 51 : Nomenclature du tétramère. 
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La première simulation a été réalisée en partant de notre modèle de dimère complet, avec 

les récepteurs « bis » placés dans la membrane à une distance supérieure au cut-off. Lors de ces 

simulations, nous avons observé un phénomène très surprenant de courbure anormale de la 

membrane permettant aux récepteurs « bis » de venir faire de nombreux contacts avec les deux 

protéines-G. Ce phénomène peut s’expliquer peut-être par la taille réduite de la boîte de 

simulation utilisée et des effets de « bords » très marqués. Quoi qu’il en soit, les résultats 

expérimentaux obtenus au sein de notre équipe montrent que le tétramère de RCPGs peut se 

former en l’absence des protéines-G. Aussi, nous avons réalisé d’autres simulations, en 

l’absence de protéines-G visant à déterminer s’il est possible de prédire par nos calculs le mode 

de dimérisation des deux récepteurs centraux (hétéro-dimère), et le positionnement des deux 

autres récepteurs dans le complexe, avec l’hypothèse que celui-ci doit être symétrique.  

3.3.3.b  Résultats 



 
 
 
3  Résultats  
 

170 
  

 

Tableau 12 : Représentation simplifiée des principales interfaces de dimérisation (par ordre décroissant de 

population) obtenues pour chaque simulation CG-REMD réalisée; le récepteur DRD2 est représenté en bleu, le 

récepteur GHSR-1a en orange.  

Les simulations 1 et 2 comportent un exemplaire de chaque récepteur déjà dimérisés au 

début de la trajectoire, ou libres respectivement. Dans la simulation 1, le dimère n’est pas stable 

et très vite nous avons observé une rotation autour de l’interface TM4 de DRD2 et TM5 de 

GHSR-1a (Figure 52). Les récepteurs ne se séparent pas pour autant, malgré le protocole 

REMD. Les résultats très différents obtenus dans la simulation 2 qui contient pourtant les 

mêmes protomères, suggèrent un problème de convergence des données, et la nécessité 
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d’effectuer des simulations bien plus longues pour ce type d’application. Dans la simulation 2 

en effet, l’interface notée « 2A » la plus retrouvée implique TM1/TM2/H8-TM1/TM2/H8. Il 

s’agit ici d’une des deux principales interfaces de RCPGs identifiées dans la littérature [Meng, 

Mezei, et Cui 2014; Marsango et al. 2015; Johnston et al. 2012; Ferré et al. 2014]. L’interface 

TM4/TM5-TM4/TM5, qui correspond pourtant à l’interface validée expérimentalement pour le 

dimère central n’est pas retrouvée. Un second dimère noté « 2B » est également observé en bien 

plus faible proportion avec une interface TM1-TM4/TM5, peu probable d’après la littérature. 

 

Figure 52 : Dimères obtenus lors de la simulation utilisant le dimère DRD2:GHSR-1a central comme point de 

départ, mettant en évidence la rotation des récepteurs autour de l’interface TM4-TM5, les conformations sont 

alignées sur le récepteur DRD2 représenté en bleu, les récepteurs GHSR-1a sont représenté dans un gradient de 

rouge à jaune ; A) Vue de la face extra-cellulaire des dimères ; B) Gros plan sur les hélices 8. 

Dans les simulations 3 et 4 nous sommes partis de deux exemplaires de chacun des 

récepteurs : deux déjà dimérisés et deux libres (simulation 3), ou bien tous libres (simulation 

4). Dans la simulation 3, le même phénomène d’instabilité du dimère de départ est observé, 

sans séparation complète, comme déjà observé dans la simulation 1. On observe alors un 

tétramère alternant DRD2 et GHSR-1a, en désaccord avec les résultats expérimentaux. Dans 

cette simulation, les hétéromères impliquent les interfaces TM4-TM5 et TM1/TM2/H8-

TM1/TM2/H8 en accord avec la simulation 2. L’hétéromère central montre une interface TM1-

TM4/TM5, là aussi déjà observée dans les autres simulations. En partant de récepteurs tous 

libres dans la simulation 4, on observe cette fois la formation de deux hétéro-dimères avec 

l’interface TM1/TM2/H8-TM1/TM2/H8. Les simulations semblent donc converger vers deux 
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éléments : l’hétéro-dimérisation et l’interface TM1/TM2/H8-TM1/TM2/H8 qui sont largement 

favorisées. 

Les simulations 5 et 6 visaient à prédire quant à elles le mode de dimérisation des homo-

dimères en partant de deux récepteurs libres de DRD2 et de GHSR-1a respectivement. Dans les 

deux simulations, l’interface la plus observée est à nouveau l’interface TM1/TM2/H8-

TM1/TM2/H8. Dans la simulation 5, DRD2 se dimérise également en utilisant une interface 

TM1-TM4/TM5 déjà observée plus tôt. Dans la simulation 6, GHSR-1a montre une 

dimérisation possible impliquant l’interface TM4/TM5-TM4/TM5 presque identique au mode 

de dimérisation du dimère central. Puisque cette face de GHSR-1a est déjà utilisée dans 

l’hétéromère central, ce mode d’homo-dimérisation dans le tétramère peut être directement 

exclu. Ces résultats sont assez intéressants. En effet, le modèle de dimérisation noté « 5B » de 

DRD2, une fois aligné sur le dimère complet, présente une distance Gαq-DRD2 (entre les résidus 

équivalents de la distance Gαi-GHSR-1a) de 60Å exactement (Figure 53B). Toutefois, pour 

obtenir cette distance, il est nécessaire d’avoir une interface non décrite dans la littérature. Ceci 

n’est pas à exclure car des contraintes supplémentaires doivent exister dans le tétramère, 

favorisant possiblement la création d’autres interfaces, moins favorable dans un dimère. 
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Figure 53 : Alignement des homo-dimères DRD2 obtenus sur le dimère DRD2:GHSR-1a complet et mesure de la 

distance DRD2bis:Gαq, les récepteurs DRD2 sont représentés en rose, les récepteurs GHSR-1a sont représentés 

en gris, la protéine Gi α:β:γ est représentée en mauve:vert:magenta, la protéine Gq α:β:γ est représentée en 

orange:cyan:jaune ; A) Modèle « 5A » aligné sur le dimère DRD2:GHSR-1a ; B) Modèle « 5B » aligné sur le 

dimère DRD2:GHSR-1a ; C) Modèles « 5A » et « 5B » alignés sur le dimère DRD2:GHSR-1a, vue de la face extra-

cellulaire 

Si on se contente de regarder les interfaces connues en cristallographie, alors la seule 

compatible avec la position de nos deux récepteurs « bis » dans le tétramère, serait une interface 

TM1/TM2/H8-TM1/TM2/H8, telle que montrée par le modèle noté « 5A » (Figure 53A). La 

mesure de la distance Gαi-GHSR-1a serait alors de 90Å, ce qui n’est toutefois pas complètement 

en désaccord avec la valeur mesurée par LRET. En effet, 60Å est à la limite de la précision de 

la méthode utilisée, et une distance de 90Å pourrait donner le même signal. Les récepteurs 

« bis » se placeraient donc comme décrit dans le modèle construit grâce aux modèles notés 

« 5A » et « 6A » (Figure 54). 
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Figure 54 : Modèle du tétramère proposé par le résultats des simulations CG-REMD, les récepteurs DRD2 sont 

représentés en rose, les récepteurs GHSR-1a sont représentés en gris, la protéine Gi α:β:γ est représentée en 

mauve:vert:magenta, la protéine Gq α:β:γ est représentée en orange:cyan:jaune ; A) Vue du tétramère dans 

l’axe de la membrane ; B) Vue de la face extra-cellulaire du tétramère. 

Il est à noter tout de même une étude sur la dimérisation de DRD2 où, par docking et 

dynamique moléculaire, une interface TM1-TM4/TM5 a été proposée [Agnieszka A. Kaczor, 

Jörg, et Capuano 2016]. Toutefois, dans cette étude basée sur du docking protéine-protéine 

utilisant un grand nombre de critère de score et des modèles construits par homologie, les 

auteurs  obtiennent un certain nombre d’interfaces possibles DRD2:DRD2 dont principalement 

TM2/TM3-TM2/TM3, exclue car non retrouvée dans la littérature et TM1/TM7-TM4/TM5, 

justifiée par des études expérimentales sur le récepteur DRD3 [Marsango et al. 2015; Guitart et 

al. 2014] et qui montrent que ce récepteur peut se dimériser via une des interfaces 

TM7/TM1/TM2-TM7/TM1/TM2 et TM4/TM5-TM4/TM5, ce qui impliquait que DRD3, et par 

analogie DRD2, pouvait réaliser une interface hybride. Cette extrapolation est très discutable, 

et ne valide en aucun point l’interface TM1/TM7-TM4/TM5. 

3.3.3.c  Perspectives 

Nos calculs montrent certaines limites ici ; il n’a en effet pas été possible de retrouver le 

mode de dimérisation des récepteurs centraux du complexe en partant des deux récepteurs 

isolés, probablement à cause de problèmes de convergence des données. Néanmoins, un modèle 

intéressant du placement des récepteurs « bis » a pu être proposé. 

Nos simulations permettent ainsi de retrouver une interface décrite dans la littérature et 

finalement de proposer un modèle compatible avec les données expérimentales. Les calculs 
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réalisés en présence des protéines-G, présentent vraisemblablement aussi des problèmes de 

convergence, ajoutés à celui de la distorsion de la membrane. D’autres calculs seront 

nécessaires pour préciser le mode et le mécanisme d’assemblage de ces gros complexes à 

l’échelle moléculaire. Il nous faudra notamment lancer des simulations bien plus longues. Nous 

réfléchissons également à la meilleure manière de modifier le champ de forces, en recalculant 

notamment un réseau élastique « maison » pour ces objets, et basés sur des simulations tout-

atomes des différents partenaires isolés, comme montré dans des travaux de 2013 [Globisch et 

al. 2013]. L’objectif à moyen terme sera d’utiliser notre protocole CG-REMD pour prédire les 

interactions des RCPGs avec leurs différents partenaires, sans aucun a priori sur leurs 

dynamiques intrinsèques. L’utilisation de notre protocole à des fins purement prédictives est 

montrée, à travers quelques exemples dans le prochain et dernier chapitre (voir partie 3.4). 
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3.4  Autres applications  

Après l’étape de validation du protocole CG-REMD, nous l’avons appliqué à un certain 

nombre d’autres systèmes. Parmi ces autres projets, réalisés en grande partie en collaboration 

avec différents laboratoires, quatre sont suffisamment aboutis pour être discutés dans ce 

manuscrit. Le premier porte sur la prédiction de la liaison d’une toxine de venin de serpent au 

récepteur de la Vasopressine de type-2, étude dont j’ai réalisé la majorité des analyses. Les 

second et troisième projets portent sur la liaison des peptides Ghréline et LEAP2 au récepteur 

de la Ghréline GHSR-1a. Ici la très grande majorité des analyses a été réalisée par Maxime 

LOUET, ATER au sein de notre équipe. Enfin, un dernier projet portant sur la prédiction de la 

liaison et la sélectivité d’interaction de différents RCPGs avec des peptides issus de l’hélice C-

terminale des protéines-G a récemment été démarré au sein de l’équipe et réalisé en grande 

partie par Nicolas FLOQUET, mon directeur de thèse.  

3.4.1  Prédiction de la liaison d’une toxine aux récepteurs de la 

Vasopressine 

3.4.1.a  Contexte 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le groupe de Nicolas GILLES du Laboratoire 

de Toxinologie Moléculaire et Biotechnologies (LTMB, CEA Saclay) et Bernard MOUILLAC 

de l’Institut de Génomique Fonctionnelle (IGF, Montpellier). L’objectif de ce projet a été de 

définir les interactions faites par une toxine possédant un repliement de type « Kunitz » avec 

son récepteur, le récepteur de la Vasopressine de type-2 (V2R). Cette toxine, la 

Mambaquarétine-1 (MQ-1), est l’une des neuf toxines isolées du venin du Mamba Vert, et agit 

comme un antagoniste très sélectif du V2R, présentant une affinité de l’ordre du nanomolaire 

pour son récepteur [Droctové 2018]. Ce travail réalisé à l’interface modélisation-biochimie-

biologie moléculaire est la première application de notre protocole à l’étude d’interactions entre 

une protéine extra-cellulaire et son récepteur. 

3.4.1.b  Résultats 

De nombreuses simulations ont été réalisées sur ce système, et d’autres sont encore en 

cours. Lors de nos premières simulations CG-REMD de ce système V2R:MQ-1, nous avons 

observé un problème d’agrégation des deux toxines simulées, dû à la taille de la toxine d’une 
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part, et à ses nombreux résidus chargés à sa surface. Ainsi, par la suite, nous avons décidé de 

ne garder qu’un exemplaire de la toxine, mais toujours en présence de deux récepteurs. Les 

temps de simulation obtenus varient de 2μs à 10μs pour chacune des 50 températures utilisées, 

pour un temps de simulation total de l’ordre de 600μs. Après le clustering des conformations 

issues de toutes les trajectoires, nous avons obtenu deux orientations majoritaires de la MQ-1 

dans la poche de son récepteur (Figure 55). Ces deux conformations, même si symétriquement 

opposées, présentent un certain nombre de points communs. Tout d’abord, la liaison de la toxine 

nécessite une ouverture importante du récepteur entrainant d’importantes surfaces de contact 

(4600Å2 pour le modèle 1 et 4700Å2 pour le modèle 2). Dans ces deux orientations, la même 

boucle de MQ-1 [15-18] (Asn-Gly-Phe-Phe) plonge au fond de la poche orthostérique du V2R, 

effectuant un contact avec le résidu Q291 ; du fait de cette interaction, les extrémités N et C-

terminales de la toxine se retrouvent totalement accessibles au solvant, sans aucun contact avec 

le récepteur (attention toutefois à ne pas oublier que dans notre modèle le récepteur est tronqué 

de 35 résidus à son extrémité N-terminale). Enfin, deux résidus du récepteur établissent des 

contacts ioniques forts avec deux résidus de la MQ1 : E184 (V2R) avec K10 (MQ-1) et E299 

(V2R) avec R44 (MQ-1) pour le modèle 1 et, à l’inverse E184 (V2R) avec R44 (MQ-1) et E299 

(V2R) avec K10 (MQ-1) pour le modèle 2. Des expériences de double-mutants récepteur:toxine 

sont actuellement en cours pour tenter de valider l’un de ces contacts. 

 

Figure 55 : Modèles de la MQ-1 liée au récepteur V2R obtenus après nos simulations CG-REMD, le récepteur est 

représenté en surface (couleurs selon le type d’atomes) et MQ-1 est représentée en « cartoon » ou en surface 

(en bleu). 
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La conservation de ces interactions entre les modèles 1 et 2 semblent montrer que nos 

calculs ont convergés vers cette solution. En revanche, la symétrie des deux conformations 

obtenues a rendu particulièrement difficile la validation par l’expérience de nos résultats et le 

choix de l’un ou l’autre des modèles. En effet, nos modèles ont permis de proposer des mutants 

(Tableau 13) validant l’orientation générale de la toxine dans son récepteur mais ne permettant 

pas de discriminer les deux orientations. Il est intéressant de noter ici que la plupart des 

mutations en alanine n’entrainent pas d’effet sur l’affinité de MQ-1, et que seules des inversions 

de charge provoquent un effet significatif, soulignant un possible effet compensatoire entre les 

différents contacts. Ces mutations ont permis toutefois de valider expérimentalement 

l’orientation générale de la toxine dans son récepteur et l’importance des résidus K10 et R44 

de MQ-1 ainsi que E184 et E299 de V2R. Là aussi en accord avec nos modèles, une délétion 

des extrémités N ou C-terminales de la toxine n’ont aucun effet sur son affinité. Au fond de la 

poche du récepteur, la différence principale entre nos deux modèles réside dans l’interaction 

avec le résidu Q291. Dans le modèle 1, ce résidu fait un contact avec les phénylalanines F17 et 

F18 de la toxine dont la mutation fait perdre énormément en affinité ; dans le modèle 2, ces 

deux phénylalanines sont plutôt orientées vers une poche hydrophobe, laissant le résidu N15 

faire le contact avec le résidu Q291 du récepteur. La mutation de N15 entraîne également une 

perte d’affinité importante de la toxine. Dans le modèle 1, N15 établit aussi des contacts polaires 

avec le récepteur, impliquant les résidus K100 et E40 du récepteur, expliquant là aussi 

possiblement son importance. En résumé, tout le travail réalisé autour des mutants impliquant 

la boucle de la toxine n’a pas permis de valider l’un ou l’autre de nos modèles. 
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Tableau 13 : Principales mutations réalisées sur la toxine et le récepteur pour valider notre modèle et leurs 

effets sur l’affinité mesurée de la toxine. 

Enfin, l’absence de l’extrémité N-terminale du récepteur est aussi importante à discuter. 

En effet, nos simulations permettent de décrire la dynamique de liaison de la toxine à son 

récepteur. L’analyse des trajectoires continues nous a permis de montrer que le positionnement 

final de la MQ-1 dépend fortement de son approche et de son positionnement à la surface du 

récepteur (Figure 56A). Pour obtenir l’orientation décrite par le modèle 2, la toxine doit 

nécessairement passer par-dessus le TM1. Aussi, on pourrait penser ici que l’extension du 

segment N-terminal du récepteur pourrait alors entrainer une gêne stérique et donc être en 

défaveur du modèle 2. Toutefois, on ne peut exclure que ces résidus manquants pourraient 

également avoir l’effet inverse, c’est-à-dire interagir directement avec la toxine et la diriger/la 

maintenir dans la poche de liaison du récepteur. En effet, l’extrémité N-terminale de V2R 

comporte un certain nombre de résidus chargés 

(MLMASTTSAVPGHPSLPSLPSNSQERPLDTRDPL) qui pourraient jouer ce rôle. De plus, 

la toxine dans le modèle 2 présente une cavité à sa surface qui est dans le prolongement direct 

du TM1, ce qui pourrait suggérer une complémentarité supplémentaire entre les deux objets 

(Figure 56B).  
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Figure 56 : A) Schématisation du phénomène observé lors de la liaison de la toxine à son récepteur: la face 

d’approche de MQ-1 à la boucle ECL2 détermine sa conformation liée finale ; B) Modèle 2 de MQ-1 liée au V2R 

qui présente une cavité à la surface de la toxine dans le prolongement du TM1 tronqué dans sa partie N-

terminale. 

Toujours, dans l’optique de valider l’un ou l’autre de nos modèles, nous sommes revenus 

vers l’alignement de séquences des nombreuses toxines présentant un repliement de type 

« kunitz » et testées par nos collaborateurs (Tableau 14). On remarque que le résidu K10 n’est 

pas essentiel pour l’affinité de la toxine et peut être remplacé par une alanine, sans perte 

apparente d’affinité, comme montré par mutagénèse dirigée. Le résidu R44 quant à lui est 

présent dans la plupart des toxines, qu’elles se lient ou non au V2R et n’est donc pas essentiel 

pour la sélectivité. Enfin, la boucle N15-G16-F17-F18 de la toxine qui plonge au fond de la 

poche dans nos modèles, semble très importante pour l’affinité des toxines. En effet, toutes les 

toxines non-affines au V2R présentent des résidus chargés dans cette zone. Il s’agit donc d’un 

élément supplémentaire en faveur de nos modèles et qui corrèle avec la mutation N15K-G16A 

qui diminue fortement l’affinité de MQ-1. Il est également intéressant de noter que le résidu 

N15 peut être remplacé par une serine ou une méthionine dans les différentes mambaquarétines 

sans affecter l’affinité. Cette information va donc dans le sens du modèle 1 puisque dans le 

modèle 2, N15 fait un contact avec Q291, pourtant essentiel pour la liaison. 
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Tableau 14 : Alignement et Ki envers V2R de différentes toxines possédants un repliement de type « kunitz ».  

Pour compléter cette étude, nous avons réalisé des simulations sur d’autres systèmes. 

D’une part nous avons testé la liaison de MQ-1 sur le récepteur V1aR, pour lequel elle ne 

présente aucune affinité, afin de vérifier si notre protocole pouvait retranscrire cette sélectivité 

et essayer de l’expliquer. D’autre part, nous avons simulé deux autres toxines possédant 

également un repliement de type « kunitz » mais n’ayant pas d’affinité pour le V2R : E7FL11 

et DTX-E (voir alignement de séquences ci-dessus). Le protocole utilisé est identique en tout 

point à celui utilisé pour le couple MQ-1:V2R. Nous nous sommes particulièrement focalisé 

sur la présence de chacune de ces toxines dans la poche de liaison en fonction de la température 

comme nous avions fait pour la série de peptides sélectifs des récepteurs NTR1 et NTR2 

(Figure 57). La première conclusion est que MQ-1 ne se lie pas au V1aR, en accord avec les 

résultats expérimentaux. Toutefois, E7FL11 et surtout DTX-E se lient de manière significative 

au V2R. Dans le cas d’E7FL11, on observe une courbe plus basse que MQ-1 et le clustering ne 

donne pas de conformation dans la poche de liaison parmi les dix clusters les plus peuplés. 

Comme observé pour les peptides non-affins des récepteurs de la Neurotensine (voir partie 

3.2.2), les simulations CG-REMD sont un peu trop permissives, ce résultat n’est donc pas 

incohérent avec les résultats précédemment obtenus. Pour DTX-E la courbe obtenue est plus 



 
 
 
3  Résultats  
 

182 
  

haute que celle correspondant à MQ-1 mais le clustering ne donne qu’un cluster dans la poche 

parmi les dix premiers en population, montrant une conformation très proche du modèle 2 

observé pour MQ-1:V2R (RMSD de 2,49Å sur le squelette des toxines). Ici, le problème 

pourrait provenir de la méthode utilisée pour mesurer la liaison de la toxine et qui se base sur 

un critère de distance à certains résidus de la poche. En effet, pour ce type de système où le 

récepteur subit une large ouverture pour laisser entrer la toxine, on observe un écartement des 

résidus de la poche pouvant ainsi fausser nos mesures. Aussi, nous cherchons actuellement 

comment utiliser une autre variable comme par exemple la mesure d’une surface de contact 

toxine:récepteur qui pourrait s’avérer plus précise pour ces systèmes. 

 

Figure 57 : Evolution du pourcentage de la liaison des différentes toxines en fonction de la température lors de 

nos simulations CG-REMD. 

3.4.1.c  Comparaison avec la Vasopressine 

Dans le cadre d’un autre projet cette fois en collaboration avec Hélène DEMENE du 

Centre de Biochimie Structurale (CBS, Montpellier), nous avons simulé la liaison de la 

Vasopressine au même récepteur V2R. La conformation de départ du peptide a été construite 

sous contraintes RMN. Cette conformation correspond à la forme libre du peptide (dans l’eau). 

L’utilisation du même protocole CG-REMD a conduit à l’obtention de deux conformations très 

nettement majoritaires (Figure 58). Ces deux conformations sont relativement proches l’une de 

l’autre (RMSD de 5 Å sur l’ensemble du peptide) et sont capables de s’échanger lors de 
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dynamiques moléculaires CG à l’échelle de la μs. Dans ces deux orientations, le pont disulfure 

intrinsèque de la vasopressine est accessible au solvant et le résidu F3 de la vasopressine plonge 

au fond de la poche orthostérique du récepteur, pour établir un contact avec le résidu Q291 déjà 

décrit dans notre modèle d’interaction MQ-1:V2R. Des analyses sont en cours, notamment 

visant à confronter nos modèles à des résultats de RMN STD (« Saturation-Transfer 

Difference »), validant cette orientation de la Vasopressine dans son récepteur (travaux non 

présentés dans ce manuscrit). 

 

Figure 58 : Modèles de la Vasopressine liée au V2R obtenus après nos simulations CG-REMD. 

3.4.1.d  Perspectives 

Concernant les toxines, nos modèles n’ont pas permis de définir une orientation précise. 

En effet, l’approche combinée modélisation-biochimie-biologie moléculaire n’a abouti à 

aucune mutation permettant de clairement discriminer les deux conformations obtenues, à cause 

notamment de la grande surface d’interaction impliquée et à la symétrie des deux modèles. 

Toutefois, la comparaison des séquences de différentes toxines semble tendre vers le modèle 1. 

Mais la grande variété des séquences et les effets compensatoires possibles rendent difficile 

toute conclusion sur l’effet de résidu spécifique sur l’affinité et la sélectivité des différentes 

toxines. L’étude faite sur la Vasopressine semble également diriger notre choix vers le modèle 

1 puisque que nous retrouvons des contacts similaires entre MQ-1:V2R et AVP:V2R et dont 

les mutations affectent énormément l’affinité des ligands au récepteur. 
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Au moment de l’écriture de ce manuscrit, notre protocole a permis de limiter les modèles 

à deux conformations possibles possédant des caractéristiques communes importantes et de 

valider une orientation générale de la MQ-1 dans son récepteur. Notre protocole appliqué au 

couple MQ-1:V1aR a également permis d’observer la sélectivité de liaison de MQ-1 au V2R. 

Toutefois, il faudra étudier le cas de DTX-E plus en détail. Il pourrait ici s’agir d’une limitation 

du modèle à prédire correctement la sélectivité de protéines capables d’établir un grand nombre 

de contacts à la surface de ces récepteurs. Comme déjà décrit plus haut pour la prédiction de la 

formation de dimères/oligomères de RCPGs, nos analyses souffrent peut-être là aussi d’un 

manque d’échantillonnage. Pour le vérifier, d’autres calculs portant sur le couple MQ-1:V2R 

ont été relancés sur le calculateur IRENE au TGCC, visant à obtenir au total plus de 5ms de 

dynamique CG de ce système. 
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3.4.2  Prédiction de la liaison de peptides au récepteur de la 

Ghréline 

3.4.2.a  La Ghréline 

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une ANR dont le but est de comprendre l’allostérie, 

la dynamique conformationnelle et la signalisation du récepteur de la Ghréline. Une grande 

partie des analyses a été faite par Maxime LOUET au sein de notre équipe. Ce projet implique 

pour la partie RMN les groupes d’Alain MILON de l’Institut de Pharmacologie et de Biologie 

Structurale (IPBS, Toulouse) et de Laurent CATOIRE du Laboratoire de Biologie Physico-

Chimique des Protéines Membranaires (LBPCPM) (IBPC, Paris). Dans le travail présenté ci-

après, nous avons comparé nos résultats de CG-REMD visant à déterminer le mode et la 

dynamique de liaison du peptide de la Ghréline à son récepteur, à ceux obtenus en RMN dans 

le groupe d’Alain MILON. L’approche RMN utilisée est la même que celle décrite dans leurs 

travaux récemment publiés sur la Dynorphine, un peptide se liant au récepteur κ-Opioide 

[O’Connor et al. 2015]. Ainsi, des contraintes (nOes notamment) ont pu être déterminées 

permettant de résoudre la structure du peptide Ghréline lié à son récepteur. Lors de nos calculs, 

nous sommes partis du conformère le plus étendu du peptide, en nous limitant aux 12 premiers 

résidus ; en effet, la structure obtenue (Figure 59) montre une grande flexibilité de sa partie C-

terminale. 

 

Figure 59 : Représentation de la structure RMN du peptide de la Ghréline lorsque lié à son récepteur, les résidus 

[1-7] sont représentés en bleu et les résidus [8-18] en rouge, la conformation utilisée comme point de départ de 

nos simulations est représentée en vert et jaune.  
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Après conversion en gros-grains, la conformation utilisée comme point de départ de nos 

simulations présente deux élastiques (entre L5:E8 et S6:H9) (Figure 60). Sans aucune autre 

contrainte supplémentaire appliquée, le peptide Ghréline s’ancre très rapidement à la membrane 

via l’insertion de son groupement Octanoyl dans la bicouche de POPC, rendant ainsi impossible 

(ou très difficile) sa liaison à son récepteur. De la même façon, des simulations réalisées sur le 

peptide en introduisant toutes les contraintes nOes issues de la RMN n’ont donné aucun résultat, 

vraisemblablement parce que ces contraintes empêchent le peptide d’adopter à la surface du 

récepteur les conformations intermédiaires nécessaires à sa liaison. Ainsi, pour les simulations 

dont les résultats sont présentés ci-après, nous avons utilisé un modèle de peptide incluant deux 

élastiques supplémentaires et maintenant la chaîne Octanoyl du peptide au contact de sa chaîne 

principale (entre la dernière sphère de l’Octanoyl et S6/H9) (Figure 60). 

 

Figure 60 : Représentation des élastiques MARTINI ELNeDyn appliqués au peptide de la Ghréline pendant nos 

simulations, en bleu les élastiques appliqués lors de la conversion du modèle tout-atomes au gros-grain, en 

rouge les élastiques ajoutés pour maintenir la chaîne octanoylée le long du squelette du peptide. 

Pour cette étude, trois simulations CG-REMD (50 températures ; 10µs) ont été réalisées 

pour un temps total de simulation de 1,5ms. Après clustering de toutes les conformations 

obtenues, nous avons centré notre analyse sur huit conformations, systématiquement retrouvées 

parmi les 10 clusters les plus peuplés dans les trois simulations indépendantes (Figure 61A). 

Ces conformations décrivent principalement des positions intermédiaires du peptide (clusters 

1, 2, 3, 4, 7 et 8), une position du peptide dans la membrane et au contact des TM4 et TM5 du 

récepteur (cluster 6), mais aussi une conformation montrant le peptide dans la poche de liaison 

(cluster 5). Bien que dans nos simulations le peptide soit libre d’adopter un grand panel de 

conformations différentes, on a pu noter que cette dernière conformation présente un RMSD 
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moyen à la structure RMN d’environ 1,2Å. Une analyse plus détaillée a permis de montrer que 

parmi les 8 clusters les plus représentatifs, cette orientation au fond de la poche est celle qui 

respecte le mieux les contraintes nOes issues de la RMN (Figure 61B). 

 

Figure 61 : Représentation des conformations (A : gros grains ; B : tout-atomes) les plus représentatives 

obtenues lors des trois simulations CG-REMD effectuées sur le peptide octanoylé de la Ghréline ; seuls les cinq 

premiers résidus de la Ghréline sont représentés ici. (A) les TM6 et TM7 ont été mis en transparence pour un 

soucis de clarté de la figure ; (B) Représentation du respect/violation (vert/rouge) des contraintes nOes issues de 

la RMN. 

L’analyse des contacts effectués par le peptide Ghréline au fond de la poche montre une 

très bonne corrélation avec les données de mutagénèse dirigée décrites dans la littérature 

(Figure 62). Le contact principal qui ressort de notre modèle est celui impliquant l’extrémité 

N-terminale du peptide et le résidu D99 du récepteur GHSR-1a. La mutation D99K confirme 

un rôle important de ce résidu dans la liaison de la Ghréline [Holst et al. 2007, 2009]. De la 

même manière, l’extrémité N-terminale et le résidu S2 du peptide interagissent avec Q120 dont 
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la mutation a également un effet important sur l’efficacité de la Ghréline [Holst et al. 2009]. 

Dans notre modèle, le peptide interagit également avec le résidu R283 qui forme un pont salin 

avec E124 et dont la mutation entraine une perte importante de l’activité du récepteur [Holst et 

al. 2007, 2009]. Les résidus F4 et L5 du peptide se placent dans des poches hydrophobes du 

récepteur, les résidus S6 et R8 étant orientés quant à eux au contact de résidus chargés du 

récepteur localisés à l’entrée du site de liaison et dans les boucles ECL2 et ECL3. 
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Figure 62 : Représentation des contacts entre la Ghréline et son récepteur GHSR-1a; effets de la mutation des 

résidus ainsi identifiés comme décrits dans la littérature. 
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Comme énoncé plus tôt, nos simulations ont été réalisées en « triplicate » et nous ont 

permis de montrer une bonne convergence des données (Figure 63), concernant à la fois les 

clusters les plus peuplés après clustering, mais aussi le comportement même de ces clusters en 

fonction de la température. Des analyses complémentaires ont permis de définir qu’un temps 

d’environ 5μs de simulation était strictement requis pour obtenir une bonne convergence des 

données pour ce système. D’autres simulations de ce même système sont encore en cours au 

laboratoire, incluant des simulations CG-REMD en partant de la conformation au fond de la 

poche pour pouvoir discuter de l’importance du modèle de départ dans cette convergence. Nous 

réfléchissons également à d’autres simulations dans lesquelles le réseau élastique du récepteur 

et/ou du peptide seront définis à partir de cette conformation. 

 

Figure 63 : Courbes de fréquence d’apparition des différents clusters en fonction de la température, chaque 

courbe représente la valeur moyenne observée pour les trois simulations indépendantes. La zone de couleur 

transparente indique l’écart entre les valeurs minimale et maximale observées pour chaque point. 

Enfin, et pour compléter cette étude qui sera bientôt soumise pour publication, des 

simulations ont également été réalisées sur le peptide Ghréline en l’absence de son Octanoyl. 

La littérature montre que, sans son Octanoyl, le peptide de la Ghréline ne se lie que très peu à 

son récepteur (perte d’un facteur 1000 en affinité) [Bednarek et al. 2000]. En accord avec 

l’expérience, nos simulations montrent la disparition des clusters montrant le peptide au fond 

de la poche ou inséré dans la membrane.  
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3.4.2.b  Le LEAP2 

Le peptide LEAP2 a récemment été identifié comme ligand endogène du récepteur de la 

Ghréline [Ge et al. 2018]. Des travaux en cours, réalisés dans notre équipe, montrent que ce 

peptide aurait plutôt un effet agoniste inverse sur le GHSR-1a. Nous nous sommes également 

intéressés à ce peptide afin de pouvoir comparer les modes de liaison de la Ghréline (agoniste) 

et du LEAP2 (agoniste inverse). Des études de structure-activité réalisées ces derniers mois au 

laboratoire par Céline M’KADMI sur LEAP2 ont montrées que le segment [15-40] du peptide 

n’avait aucune affinité pour le GHSR-1a, et que les 8 premiers résidus du peptide étaient 

essentiels pour son affinité (Figure 64). En accord avec ces résultats, nous avons lancé des 

calculs de dynamique sur les peptides LEAP2 [1-40], [1-12] et [15-40]. 

 

Figure 64 : Etudes structure-activité du LEAP2 réalisés au sein de notre équipe ; courbes de liaison (A) et 

d’activité (B) des peptides LEAP2 sur des cellules HEK293 exprimant GHSR-1a. 

Le même protocole CG-REMD a été ainsi appliqué aux peptides [1-12], [1-40] et [15-40] 

pour un temps de simulation total de 500μs pour chacun des systèmes. Comme observé 

expérimentalement, on observe une liaison dans la poche pour les peptides [1-14] et [1-40], 

mais pas pour le peptide [15-40]. Plus intéressant, les peptides [1-12] et [1-40] adoptent une 

conformation liée au site orthostérique quasiment identique (Figure 65A) et très proche de la 

conformation déjà prédite plus haut pour la Ghréline. Cette conformation liée fait intervenir 
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principalement les 6 résidus N-terminaux de LEAP2, le résidu N-terminal faisant une 

interaction avec le résidu D99 du récepteur. La comparaison des conformations liées des deux 

peptides LEAP2 et Ghréline, montre une interaction forte au niveau du récepteur et impliquant 

les résidus E8 de la Ghréline et R6 du LEAP2 (Figure 65B). Ainsi, des calculs sont en cours 

actuellement afin d’essayer de comprendre plus précisément le mécanisme de liaison de ces 

peptides à leur récepteur.  

 

Figure 65 : A) Modèles liés des peptides LEAP2 [1-12] et [1-40] obtenus après simulations CG-REMD ; B) 

Comparaison du LEAP2 [1-12] lié (en bleu) avec la conformation liée prédite pour la Ghréline (en rouge); les 

résidus chargés des deux peptides sont mis en évidence (LEAP2:R6 et Ghréline:E8). 

3.4.2.c  Perspectives 

A nouveau, on a pu démontrer la force du protocole CG-REMD développé lors de cette 

thèse. On a ainsi pu observer la liaison des peptides Ghréline, dans une conformation en accord 

avec la RMN, et LEAP2. De plus, les peptides Ghréline non-octanoylés et LEAP2 [15-40] ne 

se lient pas au GHSR-1a, en accord avec les résultats expérimentaux obtenus au laboratoire.  

En se basant sur la comparaison des conformations liées de la Ghréline et du LEAP2, des 

hypothèses ont pu être faites et vérifiées par le calcul quant au mécanisme de liaison de ces 

peptides à leur récepteur. Selon nos résultats, une simple inversion de charge devrait notamment 

permettre de concevoir des peptides dérivés de la Ghréline capables de se lier au GHSR-1a en 

l’absence d’Octanoyl. Ces hypothèses sont en cours de vérification expérimentale avec la 

synthèse par Jean-Alain FEHRENTZ de l’Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM, 

Montpellier) de différents peptides dérivés de la Ghréline non-octanoylée et de LEAP2 dont la 

charge a été inversée (Ghréline:E8R et LEAP2:R6E), mais également déplacée 

(Ghréline:S6R/E8V et LEAP2:R6S/V8E).  
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3.4.3  Prédiction de la liaison et de la sélectivité de peptides issus 

de l’hélice C-terminale de Protéines-G 

3.4.3.a  Contexte 

Dans une étude de 2016 [Semack et al. 2016], il a été démontré que les 26 derniers résidus 

de la sous-unité α des protéines-G (structurés en hélice) étaient suffisants pour se lier et 

conserver leur sélectivité vis-à-vis des RCPGs. De nombreuses études ont visé ces dernières 

années à réduire la taille des protéines-G, afin de mieux comprendre leur sélectivité de couplage 

[Carpenter et Tate 2016; Semack et al. 2016]. Nous avons testé ces derniers mois notre 

protocole pour voir s’il était capable, comme pour les peptides dérivés de la Neurotensine, de 

prédire la sélectivité de liaison de peptides, mais cette fois du côté intra-cellulaire.  

De nombreuses structures ont été résolues ces derniers mois montrant l’interaction de 

différents récepteurs avec différentes protéines-G. Pour tester notre protocole, nous avons 

utilisé les structures Cryo-EM du récepteur de l’Adénosine A1R en complexe avec Gi [Draper-

Joyce et al. 2018], et cristallographique du récepteur de l’Adénosine A2AR complexé à la mini-

Gs [Carpenter et al. 2016].  

3.4.3.b  Résultats 

Dans un premier temps, des dynamiques CG libres de 10μs ont été réalisés en utilisant 

les structures résolues de chacun des complexes comme point de départ. Sans trop de surprise 

les récepteurs présentent une très faible flexibilité contrairement aux peptides C-terminaux 

(Figure 66A et 66B). Toutefois, la flexibilité des peptides est principalement expliquée par leur 

segment n’étant pas en contact avec le récepteur. En effet, les valeurs de RMSD calculées sur 

les dix derniers résidus (ceux réellement impliqués dans les contacts) montrent une bien 

meilleure stabilité de ces contacts dans la poche de chacun des récepteurs (Figure 66C). Il est 

toutefois important de garder en tête que notre modèle n’inclut que la partie C-terminale de la 

sous-unité α. Manquent ainsi plus de 300 résidus de la sous-unité α ainsi que les sous-unités β 

et γ. Cette flexibilité pourrait donc être due à la troncature des modèles.  
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Figure 66 : Flexibilité des récepteurs et des peptides le long des trajectoires de simulations CG en partant des 

structures résolues ; Pour chaque couple, sont présentées A) une carte de densité (« volmap ») et B) les valeurs 

de RMSD calculées par rapport à la structure de départ (peptide et récepteur) ; C) Les RMSD calculés sur les dix 

derniers résidus des peptides montrent une bien plus faible flexibilité. 

Le résultat important de ces dynamiques de référence est la conservation de l’interface 

récepteur:protéine-G avec des contacts forts impliquant les cinq derniers résidus des peptides 

C-terminaux, et retrouvés à plus de 99% du temps des trajectoires (Figure 67). Ces contacts 

impliquant des résidus des récepteurs identiques, et surtout situés structurellement au même 

endroit pour les récepteurs A1R et A2AR, nous ont permis de définir des critères déterminant 

si, oui ou non, le peptide est situé dans la poche intra-cellulaire du récepteur. 

 

Figure 67 : Contacts peptide:récepteur non spécifiques présents pendant plus de 99% de la simulation CG 

utilisant la structure résolue des récepteurs A1R et A2AR liés comme point de départ. 
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Des simulations de liaison ont ensuite été réalisées pour ces deux récepteurs, en testant 

pour chaque récepteur, chacun des trois peptides Gi, Gs et Gq construits. Pour les six complexes 

simulés (3 peptides versus 2 récepteurs) des simulations CG-REMD de 10μs pour chacune des 

50 températures utilisées et séparées de 3K (300 à 447K) ont été réalisées soit un temps de 

simulation total de 500μs par couple. En utilisant les critères de contacts définis par les 

trajectoires de référence, nous avons mesuré la présence des différents peptides dans la poche 

de chacun des récepteurs. On observe qu’à 300K, A1R se lie préférentiellement à Gq et Gi par 

rapport à Gs, et A2AR se lie préférentiellement à Gs et Gi par rapport à Gq (Figure 68A). On 

observe ainsi deux comportement très différents, montrant que le modèle permet aux récepteurs 

de bien différencier les peptides et ce malgré la ressemblance des résidus de la poche intra-

cellulaire. Dans une étude de 2017 [Flock et al. 2017] utilisant une comparaison phylogénétique 

des différents RCPG et protéines-G, la séquence des protéines-G a été assimilée à un « code 

barre » pouvant être reconnu par le récepteur, permettant de prédire les préférences de couplage 

aux protéines-G de nombreux RCPGs. Il a été ainsi proposé que A1R se lie aussi bien à Gi, Gq 

que Gs, ce qui n’est pas en accord avec nos résultats. Pour A2AR, il a été proposé une liaison 

préférentielle à Gi et Gs mais pas à Gq, ce qui cette fois est en accord avec nos résultats. Malgré 

tout, le calcul du RMSD du peptide vis-à-vis des références (Figure 68B) nous montre que les 

conformations des structures résolues sont bien obtenues dans nos simulations. 

 

Figure 68 : Résultats des simulations CG-REMD réalisées sur les peptides C-terminaux Gi, Gs et Gq ; A) Proportion 

de la liaison des peptides C-terminaux à A1R et A2AR ; B) Fréquences des RMSD des peptides C-terminaux pour 

les simulations A1R:Gi et A2AR:Gs calculés par rapport aux structures résolues, le RMSD est à chaque fois calculé 

sur tout le peptide et sur les dix derniers résidus. 
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3.4.3.c  Perspectives 

Cette étude en est encore assez récente mais montre déjà des résultats très encourageants. 

Si les peptides C-terminaux présentent une flexibilité assez importante, probablement due à 

l’absence de la Protéine-G complète, ils présentent à l’interface avec le récepteur des contacts 

forts impliquant les cinq derniers résidus des peptides. On a également pu reproduire 

partiellement la sélectivité des différents peptides vis-à-vis des différents récepteurs. Des 

simulations et analyses supplémentaires pourraient nous permettre d’affiner nos résultats, avec 

par exemple l’application d’un réseau élastique plus souple permettant de reproduire au mieux 

la dynamique du récepteur sur sa face intra-cellulaire. 

Pour la suite de cette étude, des analyses plus précises devront être mises en place afin de 

comprendre cette sélectivité, avec notamment l’implication des derniers résidus des peptides. 

Toutefois, l’étude d’autres récepteurs sera nécessaire. En effet, si les récepteurs de l’Adénosine 

nous ont permis de valider la liaison des peptides, il ne s’agit pas de récepteurs idéaux pour la 

prédiction de la sélectivité puisque d’après l’étude précédemment citée [Flock et al. 2017], ces 

récepteurs se lient à la plupart des protéines-G. Des simulations sur des récepteurs se liant 

spécifiquement à une seule protéine-G seront ainsi bientôt lancées. 

Il sera aussi intéressant par la suite de réaliser les mêmes calculs mais en utilisant la 

protéine-G complète voir avec des dimères de RCPGs comme celui présenté dans ce manuscrit 

(voir partie 3.3.1). A terme, on pourrait imaginer réaliser un « criblage » des différentes 

protéines-G pour un nombre plus conséquent de RCPGs, natifs ou bien mutés, ce qui aurait un 

vaste champ d’applications très intéressant notamment pour la compréhension des mécanismes 

impliqués dans le couplage de la protéine-G.  
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4  Conclusions et Perspectives 

L’objectif de cette thèse était de développer un protocole capable de prédire la dynamique 

d’interaction des Récepteurs Couplés aux Protéines-G avec leurs différents partenaires, en tirant 

à la fois partie de la simplification des systèmes simulés grâce à l’utilisation de modèles gros-

grains et de l’amélioration de l’échantillonnage apportée par la dynamique moléculaire 

« replica-exchange ». En effet, la prédiction de la liaison d’une petite molécule organique à son 

récepteur reste difficile à réaliser, et nécessitait jusqu’alors soit d’utiliser une méthode de 

simulation « biaisée », soit d’avoir accès à des machines de calcul extrêmement couteuses.  

Quand je suis arrivé au laboratoire, les tests préliminaires réalisés par mon directeur de 

thèse et Landry CHARLIER (ancien post-doc dans l’équipe) montraient qu’il était possible a 

priori de prédire la liaison du peptide de la Neurotensine à son récepteur, sans aucune contrainte, 

en utilisant un modèle gros-grains (MARTINI) et un cluster de laboratoire de taille raisonnable. 

Ce résultat ne fût néanmoins observé qu’une seule fois, parmi de très nombreuses trajectoires. 

L’idée d’utiliser ce champ de forces dans des dynamiques de REMD donna lieu à mon sujet de 

stage, puis de thèse. 

La première étape de mon travail a vu la validation de la méthode sur des complexes 

peptide:récepteur connus en cristallographie. Les deux seuls exemples connus à l’époque 

étaient le peptide Neurotensine qui avait servi aux études préliminaires, et le peptide CVX15, 

antagoniste du récepteur de la Chémokine C-X-C de type-4. Nous avons pu ainsi démontrer 

que nos simulations CG-REMD permettaient, sans aucune contrainte, d’observer presque 

systématiquement la liaison des peptides dans le site orthostérique de leur récepteur, mais aussi 

d’obtenir des conformations liées très proches de la cristallographie. A l’époque, la simulation 

d’un système nécessitait environ deux semaines de calcul sur notre cluster pour un temps de 

simulation total de plus de 100μs. 

Ces résultats très intéressants nous permirent ensuite de réaliser un très grand nombre de 

collaborations, au sein du laboratoire tout comme à l’extérieur. Dans un premier temps, grâce 

aux observations réalisées lors de la validation du protocole sur la Neurotensine, il fut possible 

de concevoir des peptides dérivés de la Neurotensine, et sélectifs du récepteur Neurotensine-2 

humain. En effet, lors de simulations de ces récepteurs, construits par homologie, utilisant le 

peptide lié comme point de départ, nous avons suggéré le rôle clé d’un contact entre le peptide 
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et le récepteur dans cette sélectivité. Grâce à cette étude menée en parallèle, et la confirmation 

de notre hypothèse par la synthèse et tests de peptides dérivés, nous avons pu utiliser ces 

nouvelles données expérimentales comme point de départ pour la suite de notre travail. Ainsi, 

nous avons pu démontrer la capacité de notre protocole non seulement à prédire la position liée 

de ces peptides dans leurs récepteurs, mais aussi leur sélectivité sur le plan qualitatif. La vue 

dynamique apportée par nos simulations nous a aussi permis de proposer un mécanisme détaillé 

d’entrée des peptides dans la poche de liaison de leurs récepteurs.  

Ces résultats très encourageants nous ont amené à tester notre protocole sur différents 

autres systèmes. Très rapidement, nous avons travaillé sur la prédiction de la liaison d’une 

toxine de venin de serpent, la Mambaquarétine-1 au récepteur de la Vasopressine de type-2. 

Nous avons ainsi pu proposer un modèle général de la liaison de cette toxine à son récepteur, 

largement validé par les données expérimentales de mutagénèse dirigée, et qui est en accord 

avec d’autres calculs réalisés sur le peptide de la Vasopressine. Plus récemment, nous avons 

étudié la liaison des peptides Ghréline et LEAP2 au récepteur de la Ghréline. L’intérêt de ce 

travail était notamment de confronter nos résultats à ceux obtenus en RMN. Ces résultats très 

prometteurs et la comparaison du mode de liaison de la Ghréline et du LEAP2 nous a permis 

de mettre en évidence des résidus importants de ces peptides, et de proposer la synthèse de 

nouveaux peptides modifiés. 

Après avoir validé notre protocole sur des interactions faisant intervenir différents 

partenaires extra-cellulaires, nous nous sommes logiquement intéressés à des partenaires intra-

membranaires, puis à des partenaires intra-cellulaires. En effet, la dimérisation des RCPGs est 

un sujet très étudié au sein de l’équipe. Il a ainsi été possible de proposer un modèle de 

dimérisation inédit, entre le récepteur de la Ghréline et le récepteur de la Dopamine D2, validé 

par des mesures expérimentales, et qui implique deux protéines-G parfaitement imbriquées. Ces 

protéines-G forment d’ailleurs une interface très complémentaire qui a pu être validée par la 

synthèse de peptides empêchant la formation de ce dimère. Le protocole CG-REMD a ensuite 

permis d’étudier la dynamique de dimérisation de ces récepteurs afin notamment de prédire la 

position des deux récepteurs supplémentaires observés expérimentalement. 

Enfin, nous avons il y a quelques mois démarré l’étude des interactions des RCPGs avec 

leurs partenaires intra-cellulaires favoris, les protéine-G. Pour commencer, nous nous sommes 

intéressés à des peptides issus de l’extrémité C-terminale de la sous-unité α de la protéine-G, et 

qui conservent suffisamment d’information pour présenter une sélectivité pour différents 
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récepteurs. Nos premiers résultats sont assez encourageants encore une fois, et ont permis de 

montrer que notre protocole était capable de prédire la conformation liée de ces peptides. Pour 

la prédiction de la sélectivité, des simulations supplémentaires seront bientôt lancées pour une 

étude plus complète. 

Au final, le protocole CG-REMD développé lors de ma thèse a permis l’étude d’un grand 

nombre de systèmes. Liaison d’un ligand extra-cellulaire, qu’il s’agisse d’un petit peptide ou 

d’une protéine, liaison d’un partenaire intra-cellulaire mimant la protéine-G, ou encore la 

dimérisation des RCPGs. En plus de l’efficacité de la méthode, les temps de calculs qui y sont 

associés sont très courts puisque nous réalisons actuellement 500μs de simulations en 3-5 jours 

sur divers centres de calculs. La variété des objets étudiables nous a permis de réaliser de 

nombreuses applications qui ont chacune apportées leur pierre à l’édifice en renforçant notre 

manière de procéder, que ce soit au niveau de la construction des systèmes, des analyses 

effectuées ou encore de la compréhension générale des résultats obtenus.  

Mais c’est surtout les perspectives offertes par ces applications qu’il faut retenir. Nous 

pensons que ce protocole pourra être étendu à d’autres systèmes de plus en plus importants en 

commençant par des simulations impliquant le récepteur et la protéine-G. Pour ce faire, nous 

sommes en train de développer un réseau élastique modifié afin de simuler le plus fidèlement 

possible la dynamique intrinsèque de chacun de partenaires impliqués. 

La simplicité et la rapidité de la méthode pourraient ainsi permettre de réaliser un criblage 

des interactions des RCPGs avec leurs différents partenaires à une plus grande échelle.  
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