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Résumé

L’étude de la dynamique fonctionnelle de protéines impliquées dans des processus
pathologiques et en corollaire des fluctuations associées de leurs cavités et poches
offre de nouvelles stratégies pour I'identification de molécules effectrices. Ainsi,
durant ma these, j’ai décrit, grace au développement de méthodes in silico novatrices,
la transition d’activation d’'un récepteur nicotinique de l'acétylcholine. L’analyse
dynamique des cavités apporte un modele des mécanismes allostériques en jeu au
niveau atomique et supporte la recherche de sites présentant un levier sur la fonction
du récepteur.

Les récepteurs nicotiniques sont des canaux exprimés a la surface des cellules
nerveuses et musculaires. La fixation de 'acétylcholine induit 'ouverture du canal et
ainsi, 'entrée de cations dans la cellule. Le sous-type (a7)5 est impliqué dans des
processus cognitifs et certains désordres neurodégénératifs, ce qui en fait une cible
thérapeutique de choix. Le processus d’activation du récepteur a été modélisé par
une série de conformations intermédiaires reliant les états de repos et actif. Jai pu
coupler une méthode de calcul de chemins de transition adiabatique développée au
laboratoire avec la méthode dynamique String of Swarms, adaptée a cette fin, pour
faire évoluer les intermédiaires dans le champ d’énergie libre tout en maintenant
une description essentielle du mécanisme fonctionnel. Notre modéle de transition
reproduit correctement les mouvements quaternaires connus, le blooming et le
twisting. Parallelement, nous avons mis au point, un algorithme robuste permettant
de donner une vision unitaire des cavités issues de conformations structurales
différentes et situées dans des régions similaires de la protéine. Ces groupes cohérents
de cavités définissent des poches, sites potentiels pour la liaison de ligands. La
méthode, sa mise au point et sa validation sur des dynamiques d’'un ensemble de
15 sites de référence sont décrites. Un programme, mkgridXf, implémente le suivi
des cavités et I'identification cohérente de sites sur les trajectoires de protéines. La
cartographie des cavités de la transition (a7)5 a révélé 68 sites distincts. 6 ont un
volume variant de fagon significative avec I’état conformationnel. Parmi eux, nous
retrouvons le site orthostérique, le site modulateur Ca%* ainsi que 2 sites allostériques
précédemment décrits. En complément, le docking de modulateurs allostériques sur
I'ensemble des sites de la transition permet de proposer I'existence d’un site de liaison
effecteur a un locus proche du site de 'ivermectine dans les structures publiées des
récepteurs GluCl et Glycine. Ces données suggerent de nouvelles routes de dessins
d’effecteurs ayant des activités ciblées.






Abstract

The analysis of the functional motion of proteins involved in various diseases and the
associated evolution of cavities and grooves offers novel strategies to identify effector
molecules. During my Ph.D. thesis, I modeled the nicotinic acetylcholine receptor
gating mechanism, thanks to the development of innovative in silico methods. The
cavity analysis in the dynamical model brings a description of the allosteric mecha-
nism and support the research of protein sites presenting a lever on the receptor
function.

Nicotinic receptors are ligand gated ion channels found on nervous and muscular
cells membrane. The binding of acetylcholine induces the channel gating and an ion
flow in the cell. The (a7)5 subtype is involved in cognitive processes and various
neurological disorders. The activation mechanism has been modeled by a series of
intermediate conformations linking the resting and the active states of the receptor.
I coupled and adapted the String of Swarms dynamic method with an adiabatic
transition path calculation method Path Optimization and Exploration to let the
intermediates evolve in the free energy landscape while preserving an essential
description of the functional mechanism. Our transition model showed the two well
defined quaternary motion, the blooming and twisting, as already highlighted on
homologous receptors. We also developed a robust algorithm to consistently track
cavities in protein dynamics. Groups of protein cavities define pockets, potential
binding sites for small molecules. The approach and its validation on the molecular
dynamics of 15 reference sites are described. A practical implementation, mkgridXf,
is given to automatically track and identify sites in protein trajectories. The complete
mapping of cavities during the (a7)5 transition revealed 68 distinct sites. 6 had a
size and shape varying significantly with the conformational state of the protein.
Interestingly, among these selected pockets, we found the orthosteric site, the Ca?*
modulatory site and 2 previously described allosteric sites. Additionally, the molecu-
lar docking of allosteric modulators in all the pockets identified along the transition
suggested the existence of an effector binding site close to the ivermectin site found
in the previously published structures of GluCl and Glycine receptors homologs.
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Stratégie de recherche

Les premiers médicaments remontent a la nuit des temps. Ces découvertes ont
été faites de maniére empirique, sans souci du mécanisme en jeu. Par exemple,
dans ’Egypte ancienne, des extraits de plantes étaient connus pour faire baisser la
fievre [1] (dont la molécule active, I'acide acétylsalicylique, ou aspirine, a été révélée
plus tard). D’autres substances, comme les opiacés, ont toujours une place impor-
tante dans la médecine moderne [2]. A partir du XIXe siécle, grice a 'augmentation
des connaissances en physiologie, les découvertes sont fonctionnelles. Les effets théra-
peutiques s’observent alors au travers de leur impact sur la physiologie des organes.
Le processus de découverte est encore long et aléatoire. Ces 40 dernieres années,
les techniques de conception de médicaments se sont progressivement orientées sur
'analyse des pathologies au niveau moléculaire. L’identification des acteurs molécu-
laires impliqués dans la maladie supporte la découverte de nouvelles molécules et la
validation de leurs mécanismes d’action [3, 4]. De nos jours les nouvelles entités chi-
miques sont identifiées par chimie combinatoire, criblage haut débit de librairies de
composés chimiques ou par des approches rationnelles qui utilisent la connaissance
détaillée du mécanisme pathologique. Le dessin de molécules thérapeutiques assisté
par ordinateurs, et plus spécifiquement, par criblage virtuel, peut accélérer signifi-
cativement le processus de découverte [5]. Cependant, ces approches requierent la
connaissance préalable d’inhibiteurs ou de la structure de la protéine cible avec un
site de liaison principal. Ainsi, la découverte de sites de liaison potentiels sur des
protéines cibles nouvelles ou déja connues est essentielle pour créer de nouvelles
opportunités et trouver de nouvelles familles d’inhibiteurs. Les avancées techniques
et méthodologiques obtenues pendant cette these s’inscrivent dans les recherches
menées ces dernieres années dans le laboratoire de Bioinformatique Structurale de
I'Institut Pasteur pour identifier de nouvelles molécules effectives contre diverses
pathologies. La stratégie choisie, décrite dans la Figure 1.1/p.4, passe par le couplage
de méthodes décrivant le mécanisme fonctionnel du facteur pathologique avec 'ana-
lyse de I'évolution des cavités et poches pour identifier de nouveaux sites de liaisons,
suivi de la recherche de ligands par criblage virtuel et le test in vitro des molécules
sélectionnées en collaboration avec les Unités de recherche expérimentales de I'Ins-
titut Pasteur. En utilisant des calculs de chemins de transition, des recherches au
laboratoire ont pu identifier un site allostérique précédemment inconnu sur la toxine
de I'anthrax et en dessiner des inhibiteurs actifs [6]. Cette approche a aussi été utili-
sée pour élargir 'espace chimique exploré en exploitant la flexibilité de la protéine
cible comme illustré avec l'identification de nouvelles familles d’inhibiteurs ciblant
la Proline Racemase T.cruzi [7, 8]. Des résultats théoriques ont aussi démontré la
corrélation entre I'évolution géométrique des cavités et les mouvements fonctionnels
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de protéines [9]. Ces réussites passées justifient et ouvrent la voie a 'analyse de
systemes moléculaires plus complexes et intriqués, comme présenté dans cette these
avec ’étude de la transition conformationnelle du récepteur nicotinique.
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Figure 1.1 Stratégie pour la recherche d’effecteurs ciblant les mouvements fonction-
nels de protéines. (1) L’approche vise des protéines cibles impliquées dans des processus
pathologiques graves pour lesquelles des traitements thérapeutiques sont inexistants ou
insuffisants. (2) La description in silico du mécanisme de la cible, grace a des algorithmes de
dynamique moléculaire et de calculs de chemins de transition, est une aide a la compréhen-
sion des déterminants structuraux de I’activité de la protéine et supporte la recherche de
leviers mécanistiques. (3) Les cavités forment une interface privilégiée entre le solvant et
la protéine. Leur suivi cohérent le long des dynamiques de protéine nous aide a isoler les
sites de la protéine susceptibles de fixer de petites molécules. (4) L'analyse systématique de
I’évolution des sites (forme, volume) permet d’identifier les sites significativement impactés
par la dynamique fonctionnelle de la cible. (5) Des calculs d’amarrage et de criblage in silico
identifient de petites molécules dont les interactions avec les sites choisis sont favorables
dans I'état fonctionnel a privilégier. (6) Des tests expérimentaux peuvent étre menés en
collaboration avec d’autres laboratoires pour vérifier la pertinence des prédictions.
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Objet de I'étude

Certains processus pathologiques s’expriment a travers I'action de protéines impli-
quant un mécanisme moléculaire complexe. L’activation d’'une enzyme, de récep-
teurs via 'ouverture d’'un canal, des processus de fusion des membranes, en sont
des exemples. Le récepteur nicotinique est considéré comme “le pére fondateur”
pour la compréhension des mécanismes de transition allostériques subtils qui gou-
vernent la fonction des récepteurs ionotropes pentamériques [10]. Ces récepteurs
ont leur importance dans des processus physiologiques cognitifs et sensoriels et se
trouvent impliqués dans de nombreuses pathologies : désordres neurodégéneratifs
(par exemple les maladies d’Alzheimer et de Parkinson), la schizophrénie, 'addiction
aux drogues et les traitements de la douleur. De plus, des effecteurs existants, mais
dont les modes d’action sont parfois peu connus, peuvent agir avec des différences
subtiles : antagonistes, agonistes, agonistes partiels, modulateurs allostériques po-
sitifs, négatifs, etc., et ciblent des sous-types de récepteurs spécifiques ou avoir un
spectre d’actions plus large.

La fonction de ces récepteurs s’exprime par un mouvement conformationnel étendu
caractérisé par I'ouverture du canal ionique situé a pres de 50 A de distance du site
de fixation principale. Grace a 'expérience acquise du laboratoire dans ’étude des
mouvements fonctionnels de protéines, ce mécanisme allostérique nous a semblé étre
particulierement intéressant a étudier pour les défis scientifiques et thérapeutiques
qu’il pose.

Les différents challenges auxquels j’ai d faire face durant la thése ont nécessité
des développements méthodologiques profonds en lien avec les spécificités de la
cible :

® [’absence de structures expérimentales haute résolution du pentamere o7 fait
obstacle a I'analyse du mécanisme au niveau atomique. Une méthode originale
de modélisation a été mise au point pour créer des modeles des états actif et
de repos du récepteur en intégrant les données structurales hétérogénes de
récepteurs homologues (Partie I1/p.21).

® [a sensibilité du récepteur aux conditions physiologiques (présence et composi-
tion de la membrane, thermalisation du systeme) appuie une représentation
complete de I'environnement de la protéine lors des modélisations. Des mé-
thodes explorant la surface d’énergie libre grace a la dynamique moléculaire
offrent un cadre théorique adapté pour décrire des états intermédiaires plau-
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sibles de la transition allostérique du récepteur. Cependant, I'aspect chaotique
de la dynamique peut altérer I'interprétabilité des résultats. La combinaison
des méthodes de calcul de chemins de transition dynamiques et adiabatiques
nous a aidés a garder une description claire du processus (Partie I1I/p.47).

® Des réorganisations structurales globales lors de I'activation du récepteur im-
pactent la dynamique interne des cavités et rendent particuliérement difficile
leur suivi cohérent au cours de la transition. Des développements techniques
et conceptuels ont permis d’élargir 'applicabilité du suivi dynamique des ca-
vités a des trajectoires moléculaires de grande taille (nombre d’atomes et de
conformations) et aux fluctuations variées (Partie IV/p.85).

® La grande diversité des interactions entre la protéine et le solvant complexifie
la prédiction correcte des modes de liaison de petites molécules sur le récep-
teur. L’ajout explicite de I'interaction cation-7 a un programme d’amarrage
moléculaire et '’évaluation comparée des méthodes existantes de mesure in
silico d’affinité ligand/protéine nous ont permis d’établir un protocole pour la
prédiction du site de liaison de molécules effectrices connues (Partie V/p.131).

Mises bout a bout ces avancées méthodologiques ont mis en lumiére des déter-
minants structuraux de l'activation du récepteur. Deux mouvements quaternaires
principaux, déja mis en valeur pour des récepteurs homologues, sont apparus lors
des raffinements successifs des chemins de transition (Partie I1I/p.47). L’analyse
dynamique et systématique de 1’évolution des cavités nous a ensuite aidés a carto-
graphier la multitude de sites apparaissant et disparaissant le long de la transition
(Partie IV/p.85). De facon intéressante, un sous-ensemble des sites dont la géométrie
est impactée par le changement d’états du récepteur représente des sites effecteurs
déja caractérisés du récepteur nicotinique, ou semblables a certains sites allostériques
de récepteurs canaux proches (Partie V/p.131). Cela renforce 'importance de ’étude
des cavités dans la description des mécanismes de modulation allostériques et pose
les bases pour le dessin de nouveaux effecteurs a I'activité ciblée.
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Récepteurs nicotiniques de |'acétylcholine

3.1 Contexte biologique

Le récepteur nicotinique de l'acétylcholine (nAChR) est une protéine transmem-
branaire faisant partie de la famille des canaux ioniques pentamériques modulés
par des ligands (pentameric Ligand Gated Ion Channel ou pLGIC). Les pLGICs ont
principalement un réle de transmission et de régulation de I'information entre les cel-
lules. Ces récepteurs convertissent un signal chimique, la liaison avec une molécule
spécifique, en un signal électrique, grace a 'ouverture du canal et ’entrée régulée
d’ions a I'intérieur de la cellule. Certains récepteurs sont spécifiquement perméables
aux cations - récepteurs a acétylcholine (nAChR) ou a la sérotonine (5-HT3R) - ou
aux anions - récepteurs a I'acide v-aminobutyrique (GABA 4R), a la glycine (GlyR)
ou au glutamate (GluCIR). Leur role est décisif pour la progression des impulsions
nerveuses entre les neurones. A I'extrémité terminale d’un neurone (membrane
présynaptique), le signal codé électriquement est converti en signal chimique dans la
synapse sous forme de neurotransmetteurs (par exemple I'acétylcholine). La liaison
de ces signaux chimiques avec leurs récepteurs respectifs a la surface de la membrane
post-synaptique du neurone suivant provoque l'entrée d’ions dans la cellule, et dans
le cas d’une entrée de cations la dépolarisation de la cellule neuronale. A l'inverse,
le passage d’anion réduit le potentiel d’action en hyperpolarisant la cellule et inhibe
la transmission du signal. Une alternance du gradient d’ions le long de I'axone du
neurone par des canaux tensiodépendants via une onde de dépolarisation qui permet
la transmission du signal jusqu’a sa membrane présynaptique, et la libération de
neurotransmetteurs dans la synapse suivante. A la jonction neuromusculaire, le po-
tentiel d’action créé par 'ouverture des canaux cationiques conduit a la contraction
du muscle.

Le récepteur nicotinique se présente sous la forme d’un pentamere dont les sous-
unités peuvent étre similaires (homopentamere), ou différentes (hétéropentamere).
Depuis l'isolation de la premiere séquence d’acide aminé d’'un récepteur nicoti-
nique par Jean-Pierre Changeux en 1970 [11], 17 types de sous-unités ont été
découverts chez les vertébrés [12]. Leur numérotation, basée sur leur homologie de
séquence [13], comprend les sous-types al a «10, 51 a 34, 0, € et . La combinatoire
de pentaméres est donc potentiellement énorme (> 10%). Tous les assemblages
n’étant pas compatibles, une trentaine de combinaisons différentes ont tout de méme
été identifiées chez les vertébrés [12]. Les récepteurs nicotiniques s’expriment dans le
systéme nerveux central, périphérique, aux jonctions neuromusculaires, ainsi que sur
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une variété d’autres tissus [14]. De facon intéressante, leur localisation, par exemple
dans les différentes aires du cerveau, conditionne des compositions spécifiques de
sous-types [12]. Cela suggere des réponses fonctionnelles différentes en fonction
de la steechiométrie du pentamere, confirmées par des expériences d’électrophy-
siologie et de pharmacologie : des nAChRs de compositions différentes présentes
des vitesses d’activation et des affinités aux ligands différentes [15]. L’application
prolongée de molécules activatrices (agonistes) résulte aussi en la désensibilisation
des récepteurs, c’est-a-dire 'arrét de I'entrée des ions malgré la présence d’agonistes.
Cet état intermédiaire, réversible apres arrét de 'application d’agonistes permettrait
la prévention de I'excitotoxicité et aurait un role important dans la régulation de
lefficacité synaptique [16]. La pharmacologie de ces récepteurs est large, diverse, et
parfois spécifique a certains sous-types du récepteur. Il existe des agonistes (I'acétyl-
choline étant I'activateur endogene), des antagonistes compétitifs et non compétitifs,
des modulateurs allostériques positifs, négatifs, etc., permettant la modulation fine
des réponses fonctionnelles associées (voir I'introduction de la Partie 1/p.132 ou
la référence [17]). Pourtant, les modes d’action de ces molécules restent souvent
obscures et appellent a une meilleure compréhension des mécanismes allostériques
en jeu. Lors de cette these je me suis intéressé au récepteur nicotinique neuronal de
sous-unité (a7)s (5 chaines de type a7).

3.2 Intérét thérapeutique

Les récepteurs nicotiniques de sous-unités o7, de par leur prépondérance dans le
systeme nerveux central, sont potentiellement impliqués dans différentes pathologies
neurologiques et psychiatriques tel que la schizophrénie [18-20], I'épilepsie [21],
lautisme [21, 22], la maladie de Parkinson [23] et autres désordres neuropsy-
chiatriques [21]. Le déficit cholinergique observé dans les premiers stades de la
maladie d’Alzheimer pourrait s’expliquer par des interactions directes entre le pep-
tide amyloid-5 et le récepteur a7 [24, 25]. De plus, l'activation du récepteur a7
aurait un effet protecteur sur certaines blessures ou pathologies séveres (brilures,
trauma, septicémies, pancréatites aigué) par modulation de la réponse immuni-
taire [26], grace a son expression dans la voie cholinergique anti-inflammatoire,.
Malgré les nombreux efforts entrepris pour la recherche de nouveaux médicaments
ciblant le récepteur, aucune molécule thérapeutique disponible sur le marché ne cible
directement le récepteur 7. Pour 'ensemble des récepteurs nicotinique, seule la
Varénicline, agoniste partiel du récepteur o432, est approuvée par la Food And Drug
Administration pour lutter contre 'addiction au tabac, avec des effets indésirables
notables [27, 28].
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3.3 Aspects structuraux

Les premiéres observations expérimentales de récepteurs nicotiniques ont été pu-
bliées dans les années 70, avec des images de microscopie électronique issues des
organes électriques riches en nAChRs provenant de la torpille marbrée Torpedo
Marmorata et de I'anguille électrique (Electrophorus Electricus) [29]. Il apparait clair
que le récepteur est constitué de multiples sous-unités agencées en anneaux autour
d’un axe de symétrie centrale formant un pore. Des études complémentaires ont
ensuite démontré 'organisation pentamérique du récepteur [30-32]. Le premier
modele atomique expérimental d’un récepteur nicotinique (type musculaire aya 35
de I'organisme Torpedo Marmorata) a été dévoilé par microscopie électronique en
2005 [33]. En 2016, la structure cristallographique du récepteur a4/52 a permis
d’identifier un état potentiellement désensibilisé du récepteur [34]. Cependant, au-
cune structure expérimentale n’est encore disponible pour ’homopentamere a7, et
les études structurales ne sont permises que par comparaison avec des récepteurs
homologues.

Le récepteur nicotinique est constitué de 5 sous-unités symétriquement réparties
autour d’un pore central traversant la membrane. 3 domaines distincts sont ainsi défi-
nis : la partie extracellulaire qui porte les sites effecteurs principaux (orthostériques),
la partie transmembranaire et un domaine intracellulaire (cf. Figure 1.2/p.suiv.).
Le domaine extracellulaire, considéré chaine par chaine, est composé de struc-
tures secondaires en feuillets bétas (numérotés de 1 a 10) et d’'une hélice alpha
en N-terminale. Plusieurs boucles, chaines polypeptidiques reliant les feuillets 3
consécutifs dans la séquence, sont fonctionnellement importantes : les boucles A
(B4-B5), Cys (86-57), B (88-89) et C (89-510). La boucle Cys englobe 13 résidus tres
conservés entre deux résidus cystéines reliés par un pont disulfure caractéristique des
récepteurs a boucle Cys. Le site orthostérique est formé par les résidus des boucles A,
B et C d’une sous-unité «, et les boucles D, E, F d’'une autre sous-unité. Sa configura-
tion atomique est relativement bien connue grace aux structures cristallographiques
d’acetylcholine binding protein, des protéines de mollusques qui n’expriment qu'une
partie extracellulaire et dont des morceaux de la séquence peuvent étre mutés pour
correspondre a 'a7 [35, 36]. De facon intéressante, la poche orthostérique contient
plusieurs résidus aromatiques, responsables de la reconnaissance des ligands au
travers d’interactions cation-w [37]. Le domaine transmembranaire est constitué de
4 hélices « par sous-unités, numérotées M1, M2, M3 et M4 suivant 'ordre des hélices
dans la séquence. Le pore central du récepteur est délimité par la succession des 5
hélices M2. Un anneau de constriction composé de résidus hydrophobes au centre du
pore serait responsable de 'imperméabilité aux ions quand le récepteur est en état de
repos [38]. Le domaine intracellulaire est formé par une extension entre les hélices
M3 et M4. Il serait responsable de I'assemblage et de la localisation du récepteur a la
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ECD

TMD

ICD

MI1-M2-M3-

Pentamere: A-B-C-1-E C.

Figure 1.2 Structure tridimensionnelle du récepteur nicotinique. A gauche, vu transver-
sale de la structure du récepteur nicotinique de type musculaire de Torpedo Marmorata (PDB :
2BG9), colorée selon ses différentes sous-unités. ECD, TMD, ICD identifient respectivement
les domaines extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire. a. vu de dessus, le pore
perméable aux ions est au centre. b. poche orthostérique du récepteur a7 (chimere AchBP
Lymnaea stagnalis, PDB : 3SQ6) liée a 'agoniste épibatidine. La sous-unité principale (boucle
C), est en représentation Cartoon, et la sous-unité complémentaire en surface orange. c.
Zoom sur les 4 hélices transmembranaires d'une des sous-unités du récepteur, colorées selon
les différentes hélices.
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surface des cellules [39, 40]. La chaine polypeptidique intracellulaire est supposée
étre dans un état peu ordonné, et est difficilement observable dans les structures
expérimentales [33]. La troncation de la majeure partie de la région intracellulaire
permet tout de méme d’obtenir des récepteurs fonctionnels [34, 41].

3.4 Aspects dynamiques

Des structures cristallographiques de récepteurs homologues ont permis la carac-
térisation au niveau atomique d’états divers des récepteurs canaux. Les récepteurs
bactériens GLIC [42] et eucaryotes GluCl [43, 44] et Glycine [45] sont visibles dans
leurs états actifs/canal ouvert et de repos/canal fermé. D’autres états intermédiaires
démontrent une grande diversité structurale de ces récepteurs : GLIC en état loca-
lement fermé [46], a452 [34] et GABAA [34] dans des états vraisemblablement
désensibilisés. Bien que les états conformationnels ne soient pas toujours consensuels
au niveau atomique entre les différents récepteurs homologues, leur organisation
structurale globale laisse transparaitre deux mouvements distincts de grande am-
plitude lors de la transition des récepteurs [47] : Une contraction concertée de
la partie extracellulaire (unblooming) ainsi qu'un mouvement de torsion entre les
domaines extracellulaires et transmembranaires (twisting). Ces mouvements de la
structure quaternaire ont aussi été observés dans des simulations numériques. Le
twist de la structure quaternaire est apparu dans les premiers modes de fréquences
d’analyses en modes normaux de modele a7-nAChR [48, 49]. Plusieurs simulations
de dynamique moléculaires de 'ordre de la microseconde de la désactivation des
récepteurs (GLIC [50] et GluCl [51]) supportent un processus en deux temps : le
twisting suivi du blooming. Le modele d’activation admis implique ces deux mou-
vements quaternaires qui se traduisent par un réarrangement des feuillets § ECD
suivant la liaison de 'agoniste dans la poche orthostérique, jusqu’a I'interface ECD-
TMD (boucles 51 — 32 et Cys), et un déplacement des hélices transmembranaire
permettant 'ouverture du canal une cinquantaine d’angstréms plus loin [47].
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Approches méthodologiques

4.1 Modélisation comparative

Les méthodes d’acquisitions expérimentales de la structure de protéines les plus
courantes sont la cristallographie par rayon X, la résonance magnétique nucléaire et
la cryo-microscopie électronique. Ces processus expérimentaux sont souvent longs,
coliteux et 'obtention de la structure n’est pas garantie. Lorsque la structure cible
n’est expérimentalement pas connue, mais qu’il existe au moins une protéine dont
la structure est connue et partageant une homologie détectable avec la séquence
cible, il est possible d’utiliser des algorithmes de modélisation comparative pour
reconstruire un modele de la structure cible. Ce type de modélisation met a profit le
fait que, dans le contexte de 1’évolution, la fonction d’'une protéine est héritée de son
repliement tridimensionnel. En effet, 'agencement tridimensionnel d’'une protéine
est généralement plus conservé a travers les mécanismes évolutifs que sa séquence
en acides aminés. Par exemple, on observe que deux séquences de protéines dont la
similarité est faible mais existante (~ 20 % d’identité) auront vraisemblablement
une conformation globale semblable [52].

A partir, de la séquence d’une protéine cible, la génération d’un modele par homologie
se décompose classiquement en 4 étapes :

1. Sélection des structures référentes (templates). Les structures expérimentales les
plus pertinentes sont celles présentant la plus grande homologie de séquence
avec la protéine a modéliser. Pour cela, une recherche peut étre réalisée
en utilisant un BLAST [53] de la séquence requéte sur la base de données
de structures expérimentales de la RCSB Protein Data Bank [54]. La ou les
structures dont 'homologie est la plus forte sont récupérées.

2. Alignement entre la séquence requéte avec les séquences templates. Cette étape
détermine quelles régions des structures templates seront utilisées pour mo-
déliser la position de chacun des résidus de la protéine cible. Elle est donc
critique. Cet alignement doit privilégier 'appariement des résidus fonction-
nels (conservés) entre la séquence cible et la séquence des templates. A cette
fin, des programmes d’alignement multiple de séquence peuvent étre utilisés
(MUSCLE [55], T-COFFEE [56]).
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3. Construction du modeéle. L'implémentation de cette étape difféere en fonction
du programme de modélisation utilisé. Ici la routine réalisée par le logiciel
MODELLER [57] est décrite. Des distances entre atomes, des angles, des angles
diedres, etc. sont mesurées dans les templates et transposées sous forme de
contraintes spatiales pour la protéine cible. Ces contraintes sont des fonctions
de densité de probabilité conditionnelles dont la forme dépend de 'homologie
entre les templates et la séquence requéte ainsi que de I'analyse statistique
d’'une base de données de structures expérimentales. MODELLER optimise
ensuite la position des atomes de la protéine cible de sorte a maximiser la
satisfaction des contraintes. Pour cela, le programme réalise une succession
de gradients conjugués et de dynamique moléculaire avec recuit simulé sur
les coordonnées cartésiennes de la protéine. La Figure 1.3/p.suiv. illustre cette
étape de construction des modéles.

4. Evaluation et sélection d’'un modéle MODELLER produit en sortie un ensemble
de modeles de la protéine cible. Une sélection du modeéle le plus pertinent
peut ensuite étre réalisée grace a des fonctions de score capables de mesurer
la vraisemblance des structures indépendamment du processus de création des
modeéles. On relévera les scores zDOPE [58] et GA341 [59] inclus dans MO-
DELLER ou encore les scores PROCHECK [59], QMEAN [59] ou proQM [60].
Ce dernier répond a la particularité des nAChRs de comporter une partie
transmembranaire.

Si le modéle obtenu n’est pas satisfaisant, '’ensemble de ces étapes peut étre répété
en corrigeant l'alignement multiple de séquence ou en ajoutant des contraintes
spatiales supplémentaires lors de la création des modeéles. A la fin du processus
de modélisation comparative, et en fonction de la qualité des modéles obtenus, la
structure de la protéine cible peut étre par exemple soumise a de la dynamique
moléculaire ou utilisée pour 'amarrage in silico de molécules.

Problématique Dans notre étude du récepteur nicotinique une dimension sup-
plémentaire s’ajoute au processus de modélisation comparative. Pour décrire le
mécanisme d’activation du récepteur, nous avons besoin d’en modéliser des confor-
mations fonctionnelles distinctes (état de repos et état actif) a partir d'une méme
séquence d’acides aminés. Cela implique un tri préalable des templates structuraux
en rapport a la conformation ciblée. Des templates dont la conformation globale n’est
pas clairement identifiée ne peuvent alors pas étre utilisés, ce qui peu correspondre
a une perte d’information structurale lors de la modélisation. Dans la Partie II/p.21
nous présentons une méthode alternative de modélisation comparative autorisant
l'utilisation d’'un maximum de structures homologues, peu importe leur état confor-
mationnel, en dissociant les contraintes structurales locales (p.ex. liaisons covalentes,
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Figure 1.3 Création de modéles par homologie. Le programme MODELLER prend en
entrée la séquence de la protéine cible et son alignement multiple avec les séquences
templates ((1)). Des mesures spatiales, par exemple la distance entre deux atomes de type
C,, sont extraites des templates et traduites en contraintes structurales sur les atomes de la
protéine a modéliser ((2)). La combinaison de ces contraintes est ensuite décrite par une
fonction objectif qui est minimisée par des itérations de minimisations et de dynamiques
moléculaires avec recuit simulé. Un ensemble de structures maximisant la satisfaction
des contraintes structurale est alors produit. Des critéres d’évaluation externes permettent
finalement de choisir la conformation de la protéine cible la plus vraisemblable ((3).

angles entre atomes, etc.) des contraintes globales responsables de I'état général
de la protéine (p.ex. entre atomes distants). L’intégration de ces contraintes nous
a permis de créer des modeles plus pertinents que ceux obtenus par une approche
classique (avec tri des templates).

4.2 Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire (Molecular Dynamics ou MD) est une technique de modéli-
sation de I’évolution temporelle des coordonnées atomiques de systémes moléculaires
complexes. En biologie, la dynamique moléculaire est principalement appliquée pour
décrire le comportement dynamique des protéines (par exemple au travers de chan-
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gement de conformations) ou des interactions entre biomolécules, tout en autorisant
un controdle fin de 'environnement modélisé (eau, membranes) et des propriétés
thermodynamiques du systéme (température, pression). La MD est aussi utilisée
en science des matériaux (études de la dynamique des polymeéres, des surfaces et
interfaces entre solides, etc.). Par le calcul informatique, la MD permet d’explorer des
propriétés moléculaires non accessibles a 'expérimentation (mouvements subtils des
atomes, simulation de conditions extrémes, substances dangereuses ou extrémement
coliteuses). Par ailleurs, I’étude statistique d’ensembles d’états correctement simulés
offre la possibilité de calculer des propriétés macroscopiques fondamentales des
systemes (pression, potentiel chimique, capacité thermique, énergie libre, entropie,
enthalpie).

Contrairement a la mécanique quantique relativiste qui offre un cadre de modéli-
sation rigoureux mais qui est inaccessible pour des systemes de grande taille, la
MD fait plusieurs approximations qui rendent possible la simulation de systémes
de plusieurs centaines de milliers d’atomes. [’atome est considéré comme le niveau
de représentation le plus petit des systémes moléculaires. La MD ne considére pas
les électrons explicitement, mais inclut leurs effets moyens dans des interactions
spécifiques. Les champs de force polarisables, encore en développement, considerent
le couple noyau - nuage électronique. Ils n’ont pas été considérés ici en raison du
mangque de recul sur leur utilisation et du surcofit a l'utilisation. Enfin, la dynamique
moléculaire utilise la mécanique classique pour calculer la trajectoire des atomes.

Les différentes composantes d'un programme de dynamique moléculaires sont les
suivantes :

e La topologie du systeme Définition de ’ensemble des atomes du systeme
ainsi que des liaisons entre les atomes.

® Le champ de force. Fonction des coordonnées atomiques décrivant I'éner-
gie potentielle du systeme a partir de la topologie. Le champ de force est
généralement constitué de 'expansion de potentiels interatomiques et doit
étre différentiable pour le calcul des forces exercées sur chaque atome par
I'intégrateur. La paramétrisation du champ de force est choisie pour reproduire
des résultats expérimentaux et des calculs de chimie quantique incluant des
résultats ab initio [61, 62].

e L’intégrateur. A partir des positions et/ou vitesses passées de chacun des
atomes du systeme, et du champ de force, un algorithme calcule la position
future, a un temps ¢t + At, de chacune des particules. Dans le cadre de la
mécanique classique, la position des atomes est mise a jour par intégration de
I’équation du mouvement de Newton.
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® Les thermostats et barostats Se rajoutent a l'intégrateur de facon plus ou
moins complexe et offrent un controle sur la température et la pression du
systéme pendant la simulation.

Le champ de force utilisé lors de cette thése est le champ de force tout-atome
CHARMMS36 [61-63], implémenté dans le programme de dynamique moléculaire
CHARMM [64]. Comme d’autres champs de force populaires pour la modélisation
de macromolécules biologiques (par exemple GROMOS [65] ou AMBER [66]), la
fonction CHARMMS36 est une somme de potentiels décrivant les interactions entre
atomes liés et non-liés de tout état r du systeme moléculaire :

V(I‘) = Viiées(r) + Vnon—liées(r)
Vliées(r) = Viiaison(r) + ‘/éng.(r) + Viors. (I‘) + Vimp.(r> + Vcorr.(r)
Vaondices(r) = Vis(r) + Velec. (T)

Le terme des interactions liées correspond aux liaisons covalentes définies par la
topologie du systéme, et comprend des sous-potentiels pour décrire les distances
entre atomes (Vjjaison), l€s angles (Vang.), les angles de torsion (Viors.), les angles
impropres (Vimp.), p.ex. pour forcer la planéité des cycles aromatiques), ainsi que
des termes de corrections annexes (Veorr., p.€X. Urey-Bradley [61] - couplage liaison-
angle ou CMAP [62] - couplage des angles ¢ et ) basé sur la carte de Ramachandran).

Le terme des interactions non-liées est fonction des distances entre atomes non-
liés. Un potentiel de Lennard-Jones (11,;) prend compte des forces de Van der Waals
et du principe d’exclusion de Pauli (répulsion interatomique). Finalement, un terme
d’électrostatique (Vi) ajoute un potentiel de Coulomb a la formule.

Le systeme a simuler en solvant explicite est généralement placé dans une boite aux
limites périodiques pour simuler un systeme de dimension infinie. Le calcul du terme
électrostatique est alors partitionné en deux termes avec une zone de transition
entre les deux : une sommation directe pour les interactions de courte portée, et
une sommation d’Ewald [67, 68], dans I'espace réciproque, pour les interactions
au-dela. Le solvant, représenté de facon explicite est placé dans la boite de simulation
remplie de molécules le représentant, le plus souvent des molécules d’eau, avec
éventuellement des ions et des lipides. Cet ajout augmente considérablement la taille
du systéme ce qui ralentit le calcul. Des modeles implicites peuvent étre incorporés au
champ de force pour reproduire les propriétés diélectriques du solvant en ’'absence
de molécules explicites (p.ex. ACE [69], Generalized Born [70]). Il n’est alors pas
nécessaire de travailler en conditions périodiques. Le pas d’'intégration (At) doit étre
court (<1 fs) pour tenir compte des dynamiques de vibration de tous les atomes.
L'utilisation de I'algorithme SHAKE, permet d’augmenter ce temps a 2 fs en fixant la
longueur des liaisons impliquant des atomes d’hydrogenes.
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4.3 Calcul de chemins de transition

Les processus de repliement et de changement de conformation des protéines ne
sont pas seulement aléatoires mais sont conduits par des mécanismes énergétiques
complexes. Ces mécanismes peuvent étre décrits par la théorie du paysage énergé-
tique [71]. Supposons qu'’il existe une fonction GG capable d’attribuer un réel, une
énergie, a tout état du systeme spécifié par la position tridimensionnelle de chacun
de ses atomes. En cela, G décrit une hypersurface dans un espace dont la dimen-
sion, trés grande, est égale au nombre d’atomes du systeme multiplié par 3. Cette
hypersurface est aussi appelée surface, ou paysage énergétique. Sur cette surface,
le repliement d’une protéine se traduit par le déplacement d’un point A de I'espace
des conformations (p.ex. : chaine polypeptidique dépliée) vers un point B (protéine
repliée). Si le paysage énergétique était tout a fait plat et que la protéine s’y déplacait
par une marche aléatoire le processus de repliement prendrait un temps quasiment
infini au vu du nombre de degrés de liberté considéré (paradoxe d’Anfinsen [72]).
En fait, la surface énergétique pour un systeme comprenant plusieurs centaines
d’atomes est hautement rugueuse, comprenant des pics (hautes énergies : collisions
entre atomes, interactions non favorables, etc.) et des bassins (énergie faible, état du
systéme favorable). Dans ce contexte la transition de I'état A a I’état B, peut se faire
spontanément si 'état B est plus favorable (énergie plus basse) que I'état A. Telle une
bille posée sur le rebord d’un bol et qui roulerait en son centre, la protéine converge
vers son état natif de plus basse énergie. La physique statistique nous donne les outils
pour étudier ces phénomeénes grace a la notion d’énergie libre. L’énergie libre est un
indicateur de la stabilité du systéme et gouverne la direction de ses changements
spontanés en prenant en compte des sous populations d’états assimilées a un état
donné (par exemple une conformation de la protéine et un ensemble pertinent de
configurations du solvant associé a cette conformation). Les variations de ’énergie
libre (AG) sont dictées par les variations de 'enthalpie (A H) et de 'entropie (AS)
par la formule :
AG =AH —TAS

ou T est la température du systéme.

Dans un premier temps nous pouvons considérer le systéme a une température nulle
(T = 0). Dans ce cas I’énergie libre du systeme n’est plus dictée que par le terme
enthalpique. A 0 K et en négligeant les énergies vibrationnelles de point 0, I'enthalpie
correspond a I’énergie potentielle du systeme, elle-méme décrite par les champs
de force de dynamique moléculaire. Un premier cadre théorique pour étudier les
transitions entre états alternatifs de protéines est donc d’analyser la surface d’énergie
potentielle dans un contexte adiabatique. Profitant de certaines propriétés des
champs de force (continuité, dérivabilité), des méthodes d’optimisation numériques
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ont été mises au point pour étudier ce contexte enthalpique (AH). Les méthodes
Conjugate Peak Refinment et Nudged Elastic Band en sont deux exemples.

Le paysage d’énergie potentielle peut étre décrit comme un relief terrestre. Les
points d’énergies défavorables sont des sommets de montagnes, les bassins d’énergie
favorable sont des lacs, et les points de selles des passages entre les montagnes. Un
point de selle, est un point de I'’hyperespace minimum local sur toutes les dimensions
sauf une pour laquelle c’est un maximum local. Un bassin énergétique est dans un
minimum local sur toutes ses dimensions. Un chemin de transition sur la surface
d’énergie potentielle est caractérisé par un ensemble de points ot 'on est dans un
minimum pour toutes les directions transverses au chemin et qui peu contenir une
série de points de selles délimitant des minima énergétiques locaux et joignant les
états stables ou métastables d’'une protéine. Le Conjugate Peak Refinment est une
méthode de calcul de chemin d’énergie minimal par recherche de points de selles.
L’algorithme prend en entrée deux conformations distinctes d’'une protéine. Dans
un premier temps, il mesure 1’énergie (grace au champ de force) des structures
placées sur une interpolation linéaire entre les deux points initiaux (P et R). La
structure d’énergie maximale est un point qu’il faut contourner (tel un randonneur
qui souhaiterait aller d’'une ville a une autre en évitant de gravir des sommets). Pour
cela, 'algorithme minimise la structure dans une direction conjuguée au segment
interpolé pour s’approcher de la vallée énergétique. La structure ainsi obtenue est un
nouveau point s; du chemin de transition. La procédure est ensuite répétée sur les
segments interpolés P — s; et s; — R, avec recherche de maxima, et minimisations
conjuguées. L’'ajout des points est entrelacé d’optimisations et suppressions des
points existants. A la fin des itérations tous les points sont & des minima dans les
directions transverses au chemin. Par ailleurs, I'algorithme supprime les barrieres
énergétiques entre les points intermédiaires (connexité du chemin). Les Nudged
Elastic Band sont un autre exemple de méthode de calcul de chemins de transition.
L’algorithme est basé sur la relaxation successive d'une chaine d’états de la protéine.
Le nombre de points intermédiaires est fixé a 'avance et un premier chemin est créé
(p.ex par interpolation initiale des 2 points extrémaux). Des potentiels élastiques
sont placés entre chacun des points adjacents. Chaque point ressent deux forces.
La premiere s’exerce en direction des vallées du potentiel (par minimisation), et la
seconde vient du potentiel élastique. En pratique, chaque point intermédiaire est
mis a jour de sorte a suivre la contribution des forces résultantes perpendiculaires
a la force élastique (nudging). Ainsi, la chaine d’état converge petit a petit pour
épouser uniformément la vallée d’énergie minimale. Contrairement, au Conjugate
Peak Rafinment cette méthode ne garantit pas la connexité du chemin.

A température physiologique (=~ 300 K), les macromolécules en solution sont en

constante agitation due a la thermalisation du systeme. Leur évolution doit étre
considérée dans le contexte d’énergie libre (AG). La surface d’énergie libre est
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Figure 1.4 Exemples de méthodes pour le calcul de chemins de transitions. A gauche,
méthodes adiabatiques pour le calcul de chemin d’énergie minimum : Conjugate Peak Re-
finment et Nudged Elastic Band. A droite, méthodes dynamiques pour le calcul de chemin
d’énergie libre : Umbrella Sampling, Métadynamique, et String method with swarms of trajec-
tories.

une version de la surface d’énergie potentielle repondérée par la distribution de
Boltzmann en tenant compte des micros états associés. Au terme enthalpique (H) se
soustrait un terme entropique (S) qui lui-méme dépend de la connaissance de ses
micros états associés. A cause de cela, la fonction G n’est jamais connue mais ap-
proximée en échantillonnant les conformations de I'espace des phases. La recherche
de chemins d’énergie libre minimale est ainsi plus laborieuse, car elle nécessite
I’échantillonnage exhaustif des conformations de I'espace des phases. Les méthodes
de Métadynamique [73] et de 'Umbrella Sampling [74] facilitent I'exploration en
modifiant le paysage énergétique et/ou en exploitant des dimensions particulieres
définies par des Variables Collectives. Les Variables Collectives, ou Coordonnées de
Réaction sont fonctions des coordonnées du systéme et choisies, généralement a
priori, pour décrire a elle seule le mécanisme fonctionnel. En pratique, la sélection de
Variables Collectives pertinentes est difficile, surtout quand le mécanisme étudié est
encore peu connu. La Métadynamique force la dynamique a explorer exhaustivement
les conformations du paysage d’énergie libre en ajoutant un terme énergétique
défavorable aux endroits déja visités. L'Umbrella Sampling, ajoute un biais artificiel
au potentiel le long des Variables Collectives pour diminuer et effacer les barrieres
d’énergie libre. Dans les deux cas, la surface d’énergie libre peut étre reconstruite a
posteriori. Lorsque, les coordonnées réactionnelles ne sont pas précisément connues,
la méthode des String of Swarms (SoS) est un autre choix possible. A partir d’un
chemin de transition initial, SoS met a jour chacune des structures de la transition de
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sorte a ce qu’elles suivent le gradient de diffusion d'un essaim de courtes trajectoires
moléculaires. Apres une reparamétrisation des structures de sorte a ce que chacun
des intermédiaires reste au méme stade de la réaction, le chemin produit est passé
en entrée d’une nouvelle itération, jusqu’a convergence des chemins dans une vallée
d’énergie libre. Plutét que d’explorer 'hypersurface d’énergie libre sur tout son vo-
lume, la méthode des String of Swarms n’échantillonne que les conformations du tube
réactionnel local au chemin de transition et suffisant pour “sentir” la direction des
vallées énergétique. Grace a cette astuce, SoS peut prendre en compte un nombre
beaucoup plus important de variables collectives (potentiellement tous les atomes
du systéme).

Problématique Le récepteur nicotinique est une protéine transmembranaire qui
pose un défi majeur aux méthodes de calcul de chemins de transition. La description
complete de son mécanisme d’activation doit tenir compte de ses interactions avec le
solvant : eau, lipides, ions. De plus, le nombre de degrés de libertés d'une simulation
comprenant le récepteur entouré de son solvant est gigantesque (>600 000). Nous
observerons qu'une méthode comme les String of Swarms a tendance a créer des
chemins de transition “bruités” par les mouvements Browniens issus de la thermali-
sation du systeme. Pour corriger ces défauts, nous avons voulu coupler les String of
Swarms avec une méthode de calcul de chemin d’énergie minimal développée au
laboratoire (Path Optimization and Exploration - POE). POE régularise des chemins
construits sur la surface d’énergie potentielle grace a la recherche systématique de
raccourcis topologiques pertinents entre les conformations de la transition. Dans la
Partie II1/p.47 un chemin de transition pour le récepteur nicotinique est construit, et
alternativement raffiné dans un contexte enthalpique (AH a 0 K) pour obtenir une
description essentielle de la réaction et dans un contexte d’énergie libre (AG) pour
une description physiquement plus juste du mécanisme (thermalisation, interactions
avec le solvant).
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Modélisation comparative d'états
conformationnels multiples de protéine

Au début de ce projet, aucune structure expérimentale du récepteur
nicotinique de sous-unités o7 n’était disponible. Les stratégies d’explo-
ration des mécanismes fonctionnels de protéines développées lors de
cette thése sont basées sur les structures, et nécessitent, en premiere
instance, de connaitre les différents états conformationnels de la cible.
De nombreux récepteurs homologues ont été cristallisés dans des états
fonctionnels multiples. Leur identité de séquence avec I'a7 est cepen-
dant souvent faible. Dans cette Partie, nous proposons une méthode
de modélisation comparative qui, a partir d'une méme séquence de
protéine, permet d’en générer des états conformationnels multiples. La
structure locale des conformations (p.ex. I'orientation et la conformation
des chailnes latérales) est consensuellement extraite d’'un maximum de
templates structuraux, alors que la structure globale est dictée par un
sous-ensemble de templates dont la conformation correspond a celle
modélisée. Cette approche a été utilisée pour modéliser les états actifs
et de repos du récepteur a7, puis comparée a 'approche classique de
modélisation communément employée dans la littérature pour modéliser

ces récepteurs.
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Introduction et objectifs

La détermination de I'agencement tridimensionnel des atomes du récepteur nicoti-
nique est un défi pour la communauté scientifique depuis leur découverte, il y a pres
de 50 ans [75]. Des données structurelles précises faciliteraient la compréhension des
mécanismes complexes qui régissent ce canal ionique, et accéléreraient la conception
de molécules thérapeutiques ciblant spécifiquement le récepteur. Cependant, les
méthodes expérimentales de détermination des structures de protéine font face a
de nombreux obstacles spécifiques aux récepteurs nicotiniques. Ils sont difficiles a
purifier, ce qui rend complexe 'obtention de grandes quantités de nAChR a une
concentration suffisante pour qu’ils soient utilisés en cristallographie aux rayons
X [76]. La séquence polypeptidique d’une sous-unité o7 neuronale humaine contient
552 acides aminés (domaine intracellulaire inclus) soit 2 760 résidus et un poids
moléculaire total de plus de 250 kilodalton pour un pentameére complet. De plus,
c’est une protéine transmembranaire dont les propriétés fonctionnelles different en
fonction de la composition de la bicouche lipidique [77]. De par sa fonction intrin-
seque, cette protéine est supposée pouvoir se mouvoir entre des états multiples et
subtils (canal ouvert, fermé, localement fermé, état désensibilisé). Ainsi 'acquisition
expérimentale de structures est rendue particuliérement compliquée, ce qui explique
quaucune structure du récepteur o7, comprenant au moins sa partie extracellulaire
et transmembranaire, n’ait encore été publiée.

Nous nous basons dans ce chapitre sur des structures cristallographiques obtenues
a partir de canaux ioniques dont la séquence en acides aminés est homologue au
pentamere de sous-unités 7. Cela nous donne la possibilité de créer des modeles
par homologie, ou par comparaison. Le postulat fondateur de la modélisation com-
parative est que deux protéines dont la séquence en acides aminés est proche, sont
supposées partager une structure tridimensionnelle similaire. Cette assertion de-
vient ambigué lorsque de larges changements conformationnels interviennent dans
les mécanismes de la cible. Deux chaines polypeptidiques strictement identiques
peuvent alors avoir un repliement en structures distinctes. I’approche de modélisa-
tion classique implique alors de ne sélectionner que des templates structuraux dont la
conformation correspond a I'état fonctionnel a modéliser (voir Figure I11.2/p.suiv.). De
nombreux exemples de modélisation de récepteurs canaux utilisant cette approche
sont disponibles dans la littérature [34, 78-82].

Cependant, le fait d’écarter certaines structures homologues lors de la modélisation
peut étre vu comme une perte d’information. Par exemple, en octobre 2016, la
structure cristallographique d’un récepteur nicotinique, de sous-types a432 a été
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Figure 1.1 Similarités structurales locales Figure 11.2 Problématique de la modélisa-
entre deux états du récepteur GluCl. Com- tion d’états conformationnels. L’approche
paraison des structures cristallographiques classique de modélisation par homologie
du récepteur GluCl en état actif (bleu) et a n’utilise que les templates dont la conforma-
I’état de repos (rouge). Vu prise dans la par- tion correspond a celle a modéliser (fleches
tie extracellulaire du récepteur (feuillets 5 pleines). L’approche hybride (fleches poin-
du vestibule). tillés) cherche a utiliser ’ensemble des tem-
plates disponibles en triant lors de la modé-
lisation les contraintes dictant la structure
globale du récepteur.

publiée [34]. La comparaison de sa structure avec des conformations homologues
semble démontrer que le récepteur a été cristallisé dans un état désensibilisé [34].
Alors que sa séquence est tres proche du récepteur a7, et donc d’autant plus perti-
nente pour de la modélisation comparative, cette structure ne pourrait étre utilisée
avec I'approche classique pour créer des modeles du récepteur dans ses états actifs
et de repos. Or, il semble probable que certaines régions de la protéine ne soient pas
altérées par les transconformations du récepteur, comme illustré par la superposition
de deux structures en états actif et de repos du récepteur GluCl visible dans la
Figure I1.1. Ces régions consensus pourraient profiter d’'un plus grand nombre de
templates structuraux, peu importe leur état conformationnel global.

Nous proposons dans ce chapitre une approche de modélisation entrelacant des
contraintes structurales hybrides (issues de 'ensemble des templates choisis - en état
ouvert, de repos ou indéterminé) et les contraintes structurales des templates en état
actif ou de repos. Les contraintes locales (distances entre atomes liés, angles entre
triplets d’atomes, angles diedres...) sont systématiquement hybrides. Les contraintes
agissant sur la conformation globale du récepteur (typiquement les distances entre
couples de carbones «) peuvent étre hybrides ou spécifiques en fonction de I'im-
portance du changement conformationnel dans la région considérée. De ce fait,
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les régions de la protéine similaires entre les états de repos et actif profitent des
meilleurs templates structuraux indépendamment de leur état conformationnel. A
lI'inverse, les régions impactées par la transconformation sont modélisées par 'ajout
de contraintes spécifiques qui permettent d’obtenir ’état fonctionnel voulu.

Cette méthode a été appliquée a la modélisation du récepteur nicotinique dans
son état actif (canal ouvert au passage des ions) et de repos (canal fermé). Une
comparaison a été réalisée avec la méthode de modélisation classique usuellement
employée. Un ensemble divers de fonctions de score de la qualité des structures de
protéine a été utilisé pour mesurer la pertinence des structures prédites. D’autre part,
I'environnement transmembranaire du récepteur a pu étre pris en compte lors de la
modélisation (protocole Rosetta Membrane) et de I'évaluation des structures (score
ProQM).
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Matériels et Méthodes

2.1 Définitions

Template Le terme template est abusivement conservé en francais pour désigner la
ou les structures homologues a la structure cible qui servent de base de comparaison
lors de la modélisation par homologie. Template a été préféré a modéle, pour ne pas
interférer avec la définition suivante communément employée lors de cette thése.

Modéle Un modele structural fait ici référence a la conformation d’une macromolé-
cule dont les coordonnées ont été obtenues a I'aide d’un processus de modélisation
informatique (simulation, optimisation...).

Contrainte Une contrainte, au sens restraint en anglais, décrit une fonction de
densité de probabilité sur le placement spatial de groupes d’atomes de la protéine
cible (p.ex. distance entre atomes, angles, angles diedres, etc...). Les contraintes sont
calculées a partir des templates structuraux et de leur alignement multiple avec la
séquence.

Actif/Ouvert - Repos/Fermé L1’état conformationnel du récepteur nicotinique est
parfois appelé fermé dans sa forme apo de repos et ouvert dans un état holo actif, en
référence a I’état du canal ionique.

2.2 Modélisation comparative

2.2.1 Séquence de la protéine cible

La séquence requéte correspond au récepteur nicotinique a acétylcholine neuronal
Humain de sous-unité a7 (géne CHRNA7, entrée UniProtKB : P365344). Plusieurs
modifications ont été apportées a la séquence pour exclure de la modélisation les
portions du récepteur non couvertes par les structures homologues disponibles :
d’une part, les 25 premiers résidus en N-terminale et les 11 derniers en extrémité
C-terminale et, d’autre part, 136 résidus correspondant a la partie intracellulaire
du récepteur. Cette derniere troncature, située entre les hélices transmembranaires
M3 et M4 est basée sur les travaux de Kouvatsos et. al. 2014 [41]. Elle préserve
le triplet de résidus “MKR” indispensable a I'expression du récepteur [83] (pour
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ID. PDB 3RIF 4TNV 3SQ6 3SH1 4PIR 2QC1 4D01

lymnae | aplysia
(chimére a7) | (chimeére a7)

Protéine | GIUCI | GIUCI | AChBP | AChBP | 5-HT3 | MChR | nACHR

Résolution | 3,35 3,60 2,80 2,90 3,50 1,94 1,79
%id. a7 20,2 20,2 62,3 35,7 32,6 37,3 39,0

Organisme | souris souris souris souris | humain

Etat actif repos actif repos | indéter. | indéter. | indéter.

Figure 11.3 Structures templates sélectionnées pour la modélisation. En haut, les mo-
deles cristallographiques en représentation cartoon. Les deux lignes en pointillé séparent
le domaine extracellulaire (ECD), du domaine transmembranaire (TMD) et du domaine
intracellulaire (ICD).

I'a7 nAChR du rat), engendre des récepteurs fonctionnels et dont les profils de
liaison aux agonistes classiques sont similaires aux récepteurs sauvages [41] (pour
I'ad52). La séquence ainsi tronquée, est rapportée en Annexe VII.1/p.193. Pour
modéliser le récepteur nicotinique, cette séquence est concaténée 5 fois pour générer
un pentamere de stoechiométrie (a7)s.

2.2.2 Sélection et annotation des structures homologues

Une recherche BLAST [53] de la séquence d’a7 contre la Protein Data Bank (NCBI [84]
blastp, parameétres par défaut et e-value <10e-5) détecte 72 séquences homologues.
Parmi ces structures, on trouve des récepteurs procaryotes (GLIC, ELIC), les récep-
teurs eucaryotes 5-HT3, Glycine, GluCl, et des AcetylCholine Binding Protein (AChBP),
en conformations diverses. Le choix des structures templates a été fait en collabora-
tion avec I'unité des Récepteurs Canaux de I'Institut Pasteur (Pierre-Jean Corringer,
Marc Gielen). Ces structures, appelées par leur identifiant a 4 lettre de la RCSB
Protein Data Bank [54] (PDB), sont présentées en Figure I1.3. Les états spécifiques
actif/ouvert et repos/fermé sont déterminés par les structures cristallographiques du
récepteur GluCl (ouvert 3RIF cristallisé et apo/fermé 4TNV [44]). Ce choix par rap-
port a des structures ouvert/fermé GLIC sera explicité en Discussion 4.2/p.40. Nous
avons aussi sélectionné deux chimeres AChBP partiellement mutées en sous-unités
a7. La premiere structure, 3SQ6 [35] lie 'agoniste épibatidine et est classée en état
“ouvert” (boucle C refermée). La seconde, 3SH1 [85] lie 'antagoniste Methyllycaco-
nitine et caractérise I'état “fermé” (boucle C ouverte). La modélisation hybride nous

Partie Il Modélisation comparative d’états conformationnels multiples de protéine



permet de choisir des templates structuraux dont I’état est indéterminé. Nous avons
utilisé le récepteur 5 H T3 4PIR [86] cristallisé avec un inhibiteur (VHH15) mais dont
la conformation n’est pas clairement dans un état conducteur d’apres les données
expérimentales, et les structures a1 (2QC1 [87]) et a9 (4D01 [88]) dont 'homologie
a la séquence requéte et la résolution sont avantageuses mais dont la conformation
est indifférenciée (une seule sous-unité par unité asymétrique cristallographique).

2.2.3 Alignement multiple des séquences

Un premier alignement multiple de séquence des 7 templates contre la séquence
a7 a été réalisé en utilisant le serveur web TCOFFEE [56] (paramétres par défaut).
L’alignement a ensuite été raffiné manuellement, en particulier aux extrémités des
structures secondaires - les boucles - pour lesquelles la conservation de séquence
est souvent plus faible et donc plus difficile a apparier avec la séquence cible. Ce
raffinement a été réalisé d’'une part par la superposition et la visualisation directe
des structures templates et d’autre part par le contrdle systématique des scores de
qualité de modeles construits a partir de nouveaux alignements. L'étape de controle
des scores se déroule comme suit (cf. Figure 11.4/p.suiv.) :

1. La modification ponctuelle de I'alignement. Typiquement, le décalage d’une
colonne contenant un ou plusieurs résidus des séquences templates par rapport
a la séquence requéte.

2. Le nouvel alignement multiple et les 7 templates structuraux sont utilisés pour
générer 1 000 modeles du récepteur a7 avec le programme MODELLER [57]
(configuration décrite dans la sous-section suivante).

3. Le score de qualité zDOPE est calculé pour chacune de ces structures et
moyenné.

4. Le nouvel alignement est accepté si le ZDOPE score moyen obtenu est supérieur
a celui de I'alignement précédent.

Cette méthode permet d’améliorer le score de qualité des structures produites (Ta-
bleau I1.1/p.suiv.), en complément de I'analyse visuelle des structures templates. L’ali-
gnement utilisé pour la suite de ces travaux est rapporté en Annexe VII.2/p.194.

2.2.4 Configuration de MODELLER

Nous avons utilisé le logiciel MODELLER [57] (version 9.14). Usuellement, cet outil
prend en entrée une séquence requéte d’acides aminés a modéliser, des structures de
protéines homologues (en coordonnées cartésiennes, fichier PDB) et 'alignement
multiple de la séquence de chacun des templates contre la séquence requéte.

Chapitre 2 Matériels et Méthodes
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Alignement n°53 Alignement n°52
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Figure 1.4 Comparaison de deux aligne-
ments multiples de séquence. Pour chaque
nouvel alignement multiple de la séquence re-
quéte contre la séquence des templates struc-
turaux, 1 000 modeles du récepteur nicoti-
nique sont construits. Un score de qualité
est calculé pour chacune de ces structures
(zDOPE). La moyenne de ces scores est utili-

Nealignement zDOPE moyen

tcoffee -0,477615
45 -0,493862
79 -0,494921
41 -0,500905
91 -0,563301
67 -0,564282
72 -0,564288
92 -0,597697
92 1 -0,598041
92 2 -0,598206

Tableau I1.1 Score (zDOPE moyen) des varia-
tions de I’alignement multiple. Chacun des
alignements est issu d'une modification ponc-
tuelle d’un alignement précédent. En bas, I'ali-
gnement n°92, est le meilleur candidat sélec-
tionné. Les scores des alignements 92_1 et 92_2
correspondent a la génération de 1 000 nou-
velles structures et montrent les variations des

sée pour favoriser un alignement sur un autre. scores moyens produits.

Dans un premier temps MODELLER dérive de I'alignement multiple de séquences
une liste de contraintes structurales sur les atomes de la protéine requéte et les
sauvegarde dans un fichier d’extension .rsr. Des contraintes additionnelles sont
ajoutées dans le cadre de la modélisation du récepteur af7.

® Dix contraintes de symétrie entre les carbones alpha (C,) de tous les couples
des 5 chaines du récepteur (fonction “restraints.symmetry”, parametre “weight”
al).

® Une contrainte dans chacune des chaines, imposant la configuration cis pour
la proline n°133.

Dans un second temps, MODELLER optimise le placement dans I'espace des atomes
de la structure requéte de facon a limiter au maximum la violation des contraintes
structurales. Ici les parametres utilisés sont “library schedule = autosched.slow”
ainsi que “md_level = refine.slow”. Finalement, MODELLER produit un ensemble
de structures, triées suivant différents scores internes. Lors de chaque exécution
compléte de MODELLER, nous avons utilisé les parametres “starting model = 1”
et “ending_model = 1000” pour créer indépendamment 1 000 modeles différents.
Gréace a la fonction “sge_gsub_job()” de MODELLER, la production de modeles est
distribuée sur 260 nceuds du cluster de calcul pour environ 45 minutes de temps réel
d’exécution.
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2.3 Approche de modélisation classique

Lors de la modélisation par homologie classique, seule les templates dont la confor-
mation a été annotée sont utilisés, soit les structures GluCl (3RIF) et AChBP (3SQ6)
pour I’état actif/ouvert et GluCl (pdb :4TNV) et AChBP (3SH1) pour I’état repos/-
fermé. L’alignement de séquences entre les templates et la séquence a7 est présenté
dans la sous-section 2.2.3/p.27. Un millier de modeles sont ensuite créés avec le
logiciel MODELLER pour chacun des deux états conformationnels.

2.4 Approche de modélisation hybride

2.4.1 Génération des contraintes hybrides

MODELLER est utilisé pour calculer le fichier d’extension .rsr contenant 'ensemble
des contraintes structurales dérivées des 7 templates. Les fichiers d’entrées corres-
pondent a la séquence requéte, 'alignement multiple des templates contre la requéte
et les structures PDB des 7 templates. En sortie, chacune des lignes du fichier .rsr
renseigne la définition d’une contrainte structurale agissant sur un groupe d’atomes
particuliers du récepteur a7.

2.4.2 Sélection des contraintes spécifiques

Les structures templates du récepteur GluCl servent a récupérer les contraintes spéci-
fiques discriminantes de ’état du canal. Pour I'état ouvert (ou fermé), MODELLER est
utilisé pour calculer 'ensemble des contraintes entre C,, issues du template 3RIF (res-
pectivement 4TNV). La fonction MODELLER utilisée est “restraints.make distance”
avec les parameétres “restraint_group=physical.ca_distance”, “distance _rsr_model=5",
“maximal distance=14" et “restraint_stdev=(0,1.0)”. Le fichier de contraintes (ex-
tension .rsr) ainsi produit contient pour chaque ligne la description de la contrainte
gaussienne exercée entre les atomes i et j, avec pour moyenne une distance yx et un
écart type o. Comme par exemple :

7 J 7’ o
R 3 1 1 9 2 2 1 11 461 21.9610 1.3689

Ici I'écart type o est fonction de la similarité entre la séquence requéte a7 et la
séquence template GluCl. Ces contraintes C,-C, sont ainsi calculées pour les deux
templates 3RIF et 4TNV.
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Pour chacune des paires d’atomes (i,j), s’il existe une contrainte C,(%,5) = (to,00)
dans le fichier de contraintes du template ouvert (3RIF) et une contrainte Cf(i,j) =
(pg,0¢) dans le fichier de contraintes du template fermé (4TNV), alors il est possible
de les comparer directement avec la distance dite de Bhattacharyya [89] :

g 2 o 2 o 2
bha(Coli ).y (i) = in (}1 (J;Q + 2L 2)) +3 (ww)>

0,2 0,2+ 02

Pour chacune des paires d’atomes comparées, si cette distance bha(C,(i,5),C¢(4,5))

est supérieure a un certain seuil S, la contrainte est considérée comme suffisam-

pé>
ment différente entre les états ouverts et fermés. La paire d’atomes (i,j) est alors
gardée en mémoire. Le choix de ce seuil Sy,¢ permet de faire varier le nombre de
contraintes spécifiques sélectionnées, et a terme de créer des modeéles plus ou moins
ouverts ou fermés. Ce parameétre a été itérativement optimisé (cf. Résultats 3.4/p.37).
Apres optimisation, une valeur de 0,015 a été utilisée pour créer les modeles ouverts

et une valeur de 0,005 pour les modeles fermés.

2.4.3 Renforcement des contraintes spécifiques

Les contraintes précédemment sélectionnées ne peuvent pas étre directement in-
tégrées parmi ’ensemble de contraintes hybrides. En effet, en raison de la faible
homologie de séquence entre le récepteur GluCl et le récepteur nicotinique o7, les
contraintes de distances entre C, ont le plus souvent un écart type o élevé. Ces
contraintes “laches” ne permettent pas de tirer suffisamment les modeéles produits
dans des conformations ouvertes ou fermées. Pour remédier a cela, les contraintes
de distance C,-C, sont calculées sur les modeles ouverts et fermés a7 générés avec
I'approche classique. En prenant comme séquence requéte un «7 et comme template
une structure o7, nous avons la garantie que les contraintes structurales ont un
écart type faible. Les paires d’atomes sélectionnées dans la sous-section précédente
permettent de récupérer les contraintes spécifiques ouvertes et fermés.

2.4.4 Intégration des contraintes spécifiques parmi les
contraintes hybrides

Les contraintes hybrides sont passées en revue une par une. Lorsque la contrainte
hybride correspond a une contrainte de distance C,-C,, et qu’elle agit sur des atomes
(i,)) auxquelles correspond une contrainte spécifique, alors la contrainte spécifique
ouverte ou fermée vient remplacer la contrainte hybride. Les deux nouveaux en-
sembles de contraintes hybride-ouvert et hybride-fermé sont ensuite utilisés pour
créer des modeles du récepteur o7 dont I'état du canal est ouvert ou fermé.
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2.5 Relaxation des structures avec Rosetta

Un modéle créé par MODELLER peut-étre individuellement optimisé avec le pro-
tocole “Membrane Protein Relax” [90-92] du logiciel Rosetta. Le placement de
la partie transmembranaire est similaire a celui décrit pour la fonction de score
ProQM. La fonction de score utilisée est “membrane highres Menv_smooth.wts”.
Les parametres autres que ceux par défaut sont : “-relax :default repeats 8”7, “-
relax :ramp_constraints false”. 1 000 nouveaux modeles, relaxés dans un environne-
ment membranaire implicite, peuvent ainsi étre créés.

2.6 Evaluation de la qualité des prédictions

Trois fonctions de score ont été utilisées pour mesurer la vraisemblance des structures
modélisées.

® Normalized zDOPE [58] score. Fonction de score interne au programme MO-
DELLER (fonction assess.normalized dope).

® ProQM [60] score. Le ProQM score est incorporé dans le logiciel Rosetta [93]
(version 2015.05.57576 utilisée). Un ensemble de descripteurs associés a la
séquence du récepteur a7 a été précalculé en utilisant les scripts mis a dispo-
sition par les développeurs de 'outil de d’évaluation (https://github.com/
bjornwallner/ProQ_scripts). En complément, la localisation des domaines
transmembranaires a été prédite grace au serveur web TOPCONS [94] (para-
meétres par défaut et vérification manuelle de la prédiction) et les descripteurs
de conservation de séquence avec PSI-BLAST [53] (blastpgp v. 2.2.18) contre
la base de données Uniref90 [95] (v2015_05).

e PROCHECK G-factor [96]. Inclus dans 'exécutable PROCHECK (v3.5.4).

En complément, les modeles sélectionnés pour les états ouvert/fermé du récepteur
a7 ainsi que les structures cristallographiques templates ont été évalués sur les
serveurs en ligne SWISS-MODEL QMEAN [97] (score QMEANG6 normalisé), MOLPro-
bity [98] (MOLProbity score), Verify3D [99] (pourcentage de résidus dont le score
est supérieur ou égale a 0,2) et ProSA-web [100] (Z-Score global).

2.7 Sélection d'une meilleure structure

Chacune des exécutions de MODELLER ou de Rosetta s’accompagne de la création
d’un millier de modeles. La sélection d’'un meilleur représentant se fait par compa-
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raison des scores précédemment décrits. Le zDOPE, le score ProQM et le G-factor
sont calculés pour chacune des 1 000 structures. Le meilleur modele est celui qui
maximise la somme des rangs de chaque modele trié selon les 3 scores.
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Résultats

3.1 Résumé de I'approche de modélisation
hybride

Le protocole de modélisation hybride profite du fonctionnement interne du pro-
gramme MODELLER. En pratique, MODELLER mesure les motifs structuraux présents
dans les structures templates et les traduit en contraintes structurales sur les atomes
de la structure a modéliser. Par exemple, la valeur d’'un angle entre 3 atomes dans
les différents templates est traduite en une contrainte représentant la distribution
de cet angle et appliquée aux 3 atomes correspondant dans la structure requéte.
Ici la correspondance entre des atomes des structures templates et de la structure a
modéliser est directement issue de I'alignement multiple (typiquement les atomes de
résidus d'une méme colonne de 'alignement). Lorsque ces contraintes structurales
ont été calculées, MODELLER optimise la position des atomes de la structure requéte
pour maximiser la satisfaction des contraintes structurales.

Afin d’enrichir nos modeéles (a7)nAChR de I'information structurale provenant de
I'ensemble des templates, nous commencons par calculer un ensemble de contraintes
hybrides, c’est-a-dire issues de récepteurs homologues en états actifs, de repos, ou
indéterminés (voir Figure I1.5/p.suiv.). Cet ensemble hybride ne peut étre utilisé
directement par MODELLER pour créer des structures d’a7 au risque de créer
des récepteurs mi-ouverts mi-fermés invraisemblables. L'idée est de déterminer un
sous-ensemble de ces contraintes hybrides et de les remplacer par des contraintes
dites spécifiques de I’état conformationnel du récepteur. Parmi I'ensemble des motifs
structuraux calculés par MODELLER, les contraintes de distance entre carbones
alpha (C,) ont semblé étre les plus naturelles pour dicter la conformation globale
du récepteur. Deux nouveaux ensembles de contraintes, restreintes aux distances
Co-Cqo, sont calculés a partir des templates ouverts et fermés. Ces deux jeux de
contraintes sont ensuite comparés pour discerner ces contraintes significativement
différentes entre les états actifs et de repos du récepteur. Ces contraintes spécifiques
sont supposées étre déterminantes pour la conformation finale du récepteur et
sont alors réinjectées dans ’ensemble hybride. MODELLER est finalement chargé
de construire des modéles structuraux a partir de ces ensembles de contraintes
hybrides-ouvertes ou hybrides-fermées.
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Figure 11.5 Approche de modélisation hybride. Les contraintes structurales sur les atomes
du récepteur a7 sont calculées a partir de 'ensemble des templates. Ces contraintes sont
dites hybrides (Cy). D’autre part, deux autres ensembles de contraintes sont calculés a partir
des templates ouverts (C,) et fermés (C). Ces contraintes C, et Cy sont alors comparées
et triées pour déterminer un sous-ensemble de contraintes spécifiques a la conformation
ouverte C, ¢ ou fermée O ¢ du récepteur. Finalement, la fusion des contraintes hybrides et
des contraintes spécifiques ouvertes/fermées permettent de générer des modeles du récepteur
dans ses états actifs ou de repos.

3.2 Comparaison avec I'approche de modélisation
classique

L’approche de modélisation classique consiste a n’utiliser que des templates dont
Pétat conformationnel est jugé comme étant celui & modéliser. A I'opposé, Iapproche
hybride autorise l'utilisation conjointe de structures de récepteurs homologues dont
I’état fonctionnel differe. La Figure I1.6/p.suiv. démontre l'intérét de la méthode
hybride au regard de deux scores de qualités de structures, le score zDOPE et le score
ProQM. Les scores d’un millier de modeles en état actif ou de repos sont produits
avec l'approche classique et projetés (croix rouges) au c6té du méme nombre de
modeles produits avec 'approche hybride (croix bleues). Les scores moyens entre
approche classique et hybride sont respectivement de -0,61 et -0,71 (ouvert/zDOPE),
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1178 et 1 183 (ouvert/ProQM), -0,40 et -0,78 (fermé/zDOPE), 1 175 et 1 190
(fermé/proQM). Dans les deux cas, canal ouvert ou fermé, les modeles créés sont en
moyenne plus pertinents avec I’'approche hybride. Dans un second temps, une unique
structure est sélectionnée dans chacun des ensembles de modeles précédemment
créés (meilleure structure dont le choix est basé sur la somme des rangs des scores
de modeles, cf. Section 2.7/p.31).
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Figure 11.6 Distribution des scores ProQM et zDOPE de modéles classiques et de mo-
deles utilisant Papproche hybride. Les meilleurs scores de qualité sont vers le haut pour le
score ProQM et vers la droite pour le score zDOPE. Les deux ensembles représentés par des
points correspondent aux raffinements des “meilleurs” candidats des structures représentées
par des croix. Le raffinement est réalisé par le script “Rosetta Membrane Relax” [92] et
produit un ensemble de 1 000 nouveaux modeles.

Ces quatre modeles sont ensuite optimisés avec le protocole “Rosetta Membrane
Relax” [92]. Ce protocole explore I'espace conformationnel proche de la structure
initiale par la succession d’étapes de minimisations et de repositionnements des
chaines latérales (recuit simulé) tout en prenant en compte, implicitement, la mem-
brane entourant le récepteur. Apres cette optimisation, les scores moyens passent
alors aux valeurs suivantes entre 'approche classique et hybride : -1,17 contre -1,15
(actif/zDOPE), 1 191 contre 1 207 (actif/proQM), -1,13 contre -1,29 (repos/zDOPE)
et 1 218 contre 1 222 (repos/proQM). On remarque d’une part que le protocole
“Rosetta Membrane Relax” a pour effet d’augmenter significativement le score des
structures. En particulier, pour les modeles fermés, la totalité des modeéles créés par
Rosetta ont des scores zDOPE et ProQM supérieurs au score de la structure initiale
utilisée pour l'optimisation. D’autre part, dans trois cas sur quatre (actif/proQM,
repos/zDOPE et repos/proQM), les scores moyens de modeles créés a partir d'une
structure initiale issue de I'approche classique sont inférieurs a ceux de 'approche
hybride. Pour le cas de récepteurs actifs avec score zDOPE (-1,17 en Classique+Relax
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et -1,15 en Hybride+Relax), les scores sont suffisamment proches pour ne pas re-
mettre en cause 'approche hybride. Pour conclure, on observe que pour construire
des modeles du récepteur nicotinique dans un état conformationnel actif ou de repos,
I'approche hybride semble étre plus efficace, du moins selon les deux fonctions
de contréle de qualités de structures utilisées. La Section 3.4/p.suiv. s’attachera a
vérifier que les états conformationnels construits sont suffisamment proches des
états fonctionnels attendus.

3.3 Qualité des structures produites avec
I'approche hybride

La Figure II.7 répertorie les scores in silico des modeles ouverts et fermés créés
a partir de approche hybride suivie d’'un raffinement avec le protocole Rosetta
Membrane Relax. Parce qu’il est difficile de juger un score absolu de qualité de
structure, les différents scores associés aux templates cristallographiques ont aussi
été retranscrits. Il s’agit alors non pas d’affirmer qu'un QMEAN de 0,720 est un bon
ou un mauvais score, mais de le comparer aux scores que I'on peut attendre de
structures cristallographiques. Les modéles ouverts et fermés ont de meilleurs scores
que les 3 templates PDB : 4PIR, 4TNV et 3RIF pour les fonctions de score ProQM,
zDOPE, QMEAN et molprobity.
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Figure 11.7 Evaluation des structures selon diverses fonctions de score. Les modéles ou-
verts et fermés issus de 'approche hybride sont comparés aux structures cristallographiques
utilisées comme templates. Pour chaque fonction de score utilisée, le moins bon score parmi
les structures évaluées a une hauteur d’histogramme nulle alors que le meilleur score a une
hauteur maximale.

Ces deux dernieres fonctions de score, disponibles sous forme de serveurs web, sont
intéressantes du fait qu’elles n’ont été utilisées a aucun moment de la construction ni
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de la sélection des modeles. A I'inverse, il est moins surprenant que le score ProQM
soit meilleur pour les modeles que pour les templates, le ProQM intervenant dans
la sélection des meilleurs modeles ainsi que dans le raffinement des structures avec
“Rosetta Membrane Relax” [92]. Le zDOPE score montre quant a lui un modeéle
ouvert plus défavorable que son homologue GluCl ouvert (id. PDB : 3RIF), mais
plus pertinent pour I'état fermé (comparé a 4TNV). Les deux derniers programmes,
Verify3D et ProSA, attribuent un score moins bon aux modéles hybrides qu’aux
récepteurs templates GluCl, mais plus favorable que le score de la structure 4PIR.
Finalement, il apparait que les modeles créés avec 'approche hybride ont des scores
de qualités comparables a ceux des templates utilisés pour la modélisation pour les
six fonctions de score testées.

3.4 Choix du seuil de sélection des contraintes a
remplacer

Le seuil de sélection des contraintes est utilisé pour segmenter les contraintes consen-
sus entre templates ouverts/fermés des contraintes spécifiques de 1’état actif ou de
repos du récepteur. Lorsqu’une contrainte spécifique est repérée (c’est-a-dire une
distance entre contraintes C,-C, actif et de repos supérieure a Sepé) elle vient rem-
placer la contrainte hybride correspondante. Ainsi, plus le seuil Sg,¢ est grand, moins
nombreuses sont les contraintes remplacées, et plus les modéles produits seront éloi-
gnés d’'une structure fonctionnellement en état actif ou de repos. En ne remplacant
aucune contrainte dans '’ensemble de contraintes hybrides, les modeles produits
sont en moyenne a une distance RMSD (restreinte a la partie transmembranaire) de
2,01 A de Détat actif, et 4 3,12 A de Détat de repos (comparaison avec les structures
calculées avec 'approche classique). On peut observer sur la Figure I1.8/p.suiv. que
lorsque le seuil Sgp¢ décroit, le nombre de contraintes remplacées augmente alors mé-
caniquement, et les structures produites ont tendance a étre de plus en plus proches
d’une structure ouverte ou fermée. En 'occurrence, lorsque le seuil de sélection est
inférieur ou égal a 0,025 les structures produites ont une distance RMSD inférieure a
1 A de leur état structural ciblé. Au-dela de ce seuil un plateau est ensuite atteint. En
utilisant un seuil égal a 0, 31 872 contraintes hybrides correspondant aux contraintes
de distance entre C, sont remplacées.

Les modeles produits ont ainsi un état du canal ouvert/fermé maximum, avec un
RMSD moyen de 0,63 et de 0,56 entre les modéles Hybride-Actif/Repos et les 2
meilleurs modeles Classique-Actif/Repos. De facon intéressante, 'augmentation du
nombre de contraintes remplacées dégrade le score G-Factor alors qu’elle améliore
le score zDOPE (la tendance étant moins claire pour le score proQM). Ceci peut
s’expliquer par le fait que le G-Factor est une mesure de qualité locale (mesure
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Figure 11.8 Choix du seuil Sgpy. Evolution des propriétés structurales de modeles a7
hybrides - actifs (courbes bleu) ou - repos (courbe rouges) en fonction du seuil Sy de
sélection des contraintes spécifiques (axe des abscisses du haut) et nombre de contraintes
remplacées dans les contraintes hybrides correspondant (axe des abscisses du bas). Chaque
propriété est moyennée a partir de 1 000 modeles crées en utilisant le seuil Sgps. RMSD
est le RMSD moyen entre les domaines transmembranaires (sélection des C, et index de
résidus supérieur a 204) des modeles Hybride-Repos (respectivement Hybrides-Actif) contre
le meilleur modeéle Classique-Repos (Classique-Actif) et aprés alignement des structures. Les
scores G-Factor, proQM et zDOPE sont orientés par ordre croissant de qualité des structures
(meilleures qualités en haut).

de la normalité des propriétés stéréochimiques des résidus), alors que le zDOPE
est une mesure plus globale (basée sur des histogrammes de distances entre types
d’atomes). Echanger une contrainte hybride par une contrainte ouverte/fermée a
probablement pour conséquence de restreindre I'espace conformationnel accessible
a MODELLER et rend plus difficile 'optimisation des angles de torsion et diédres. La
conformation globale est quant a elle plus pertinente proche de ses états ouverts et
fermés fonctionnels. Finalement, les seuils de sélection choisis pour les états ouverts
et fermés sont respectivement de 0,015 et 0,005, soit 14 757 et 21 040 contraintes
remplacées dans 'ensemble de contraintes hybrides. Ces seuils ont été sélectionnés
de sorte a produire des états du canal proches de ceux obtenus avec I'approche
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classique (moyenne de 0,74 ARMSD pour les ouverts et 0,66 A RMSD les fermés)
tout en garantissant des scores moyens pertinents.
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Discussion

4.1 Intéréts de la méthode hybride

La méthode de modélisation comparative présentée dans cette partie peut étre utili-
sée pour générer des états conformationnels multiples d'une protéine en intégrant
un méme ensemble hétérogene de templates structuraux. La modélisation des états
actifs et de repos du récepteur nicotinique se préte particuliérement a la modélisation
hybride pour les raisons suivantes : (1) les mécanismes fonctionnels du récepteur
impliquent des conformations diverses, (2) les seules structures comparatives dis-
ponibles pour les états conformationnels ciblés proviennent d’homologues distants
(identité ~ 20 %) et (3) des structures plus proches (=~ 60 % id.) existent mais
ne correspondent pas a la conformation ciblée. La modélisation hybride récupére
I'information structurale des template (sous forme de contraintes), peu importe
leur état conformationnel, et va subtilement la biaiser vers I'état conformationnel
ciblé. Pour cela, des contraintes a longue distance (distances entre C,) spécifiques
de I’état conformationnel ciblé sont sélectionnées. Cette sélection de contraintes
spécifiques longue distance ne doit pas trop souffrir de la faible homologie des
structures template choisies (raison n°2), puisque la structure tertiaire des protéines
est plus robuste aux évolutions de séquence. A l'inverse, l'utilisation des contraintes
hybrides, issues de tous les templates, permet de profiter de I'information structurale
locale de structures homologues plus proches (raison n°3). Dans I’étude présente,
I'approche hybride nous a permis d’obtenir des structures plus pertinentes (selon des
fonctions de score variées) qu’avec 'approche classique de modélisation comparative
qui ne peut, dans ce cas particulier, profiter que des templates de faible homologie.

4.2 Choix des structures templates

Le choix des structures templates a été établi en collaboration avec I'unité des
Récepteurs Canaux de I'Institut Pasteur (Pierre-Jean Corringer, Marc Gielen). Pre-
mierement, les structures cryo-EM du récepteur nicotinique torpedo marmorata [33,
101] n’ont pas été utilisées, bien que publiées pour le récepteur entier (ECD, TMD
et une partie ICD) et en états canal ouvert et au repos. Un certain nombre d’études
ultérieures ont remis en cause l'attribution de la structure dans la densité électro-
nique [102-104] On notera tout de méme que de nouveaux modeles en état ouvert
et fermé ont récemment été publiés a partir des données existantes de densités [80].
Parmi la variété de structures homologues publiées au moment de la réalisation de
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ce projet, deux autres récepteurs étaient connus dans leur conformation active et de
repos. Les récepteurs GluCl [42, 44] et les récepteurs GLIC. Il est difficile de dire
quel systéme est a priori plus pertinent pour modéliser le récepteur nicotinique. L’ho-
mologie de séquence avec la sous-unité a7 est faible pour les deux systémes (=~ 20 %
pour GlIuCl et ~ 19 % pour GLIC). Leur organisation structurale est relativement
similaire (observation des mouvements de blooming et de twisting) mais differe sur
certains points (différences locales entre feuillets 5 de la partie extracellulaire et
globales dans I'inclinaison du domaine EC lors de I'extension EC) [44, 105]. Pour
ce travail nous avons choisi le récepteur GluCl comme template de la structure
quaternaire du récepteur nicotinique. Des modeles utilisant GLIC ont aussi été testés
lors de 'optimisation de I'alignement multiple, mais ne permettaient pas d’obtenir
des scores de qualité comparables a ceux obtenus avec les structures GluCl. On
notera que GLIC n’est pas activé par des ligands mais par les protons, ce qui change
probablement son mécanisme d’activation par rapport au récepteur nicotinique et
GluCl (a décharge dun choix de GLIC, comme les nAChR ils sont perméables aux
cations, contrairement au GluCl). Ce choix est débattable, et idéalement, on pourrait
utiliser 'approche hybride avec les structures ouvertes et de repos de GLIC plutot
que GluCl et en comparer les différences.

4.3 Metriques d’évaluation

L’évaluation de la méthode de modélisation hybride présentée dans cette partie reste
minimale. Nous avons montré que les modeles produits avec 'approche hybride
ont tendance a étre plus pertinents que ceux permis par 'approche classique de
modélisation, grace a I’évaluation in silico des structures par une sélection diverse
de fonctions de score de qualité des protéines. Cependant, rien ne garantit que les
structures prédites soient biologiquement vraisemblables (au-dela de la précision
de ces fonctions de score). Rigoureusement, il faudrait pouvoir comparer le résultat
de la modélisation avec des structures expérimentales du récepteur nAChR en
état actif et de repos, qui ne sont pas encore disponibles (bien que des efforts
considérables aient été faits dans ce domaine, avec la structure homologue proche
o432, récemment cristallisés en état désensibilisé). Une autre possibilité d’évaluation
de la méthode profiterait des structures expérimentales ouvertes, fermées et en état
alternatif de GLIC. En utilisant la méthode hybride, nous pouvons prédire les états
conformationnels actifs et de repos avec la configuration minimale de la méthode
hybride suivante : Séquence cible : GLIC, template ouvert : GluCl (3RIF), template
fermé : GluCl (4TNV), template indéterminé : GLIC (p.ex. 3TLW, état “localy closed”).
En sortie de la modélisation hybride, nous obtiendrions des modeles en état actif et
de repos de GLIC, directement comparables avec les structures cristallographiques
existantes de GLIC (p.ex. GLIC PH4 - 4HFI, pour I'état actif, et GLIC PH7 - 4NPQ,
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pour I’état de repos). Cette comparaison plus rigoureuse, permettrait d’éprouver
la méthode par rapport a des données expérimentales, plutot que des fonctions de
score dont les limites sont réelles.

4.4 Critiques a posteriori des modeles

Au début de la these, I'obtention de structures pour les états actifs et de repos
constituait un prérequis nécessaire a 'avancement du projet : calcul de la transition
conformationnelle, étude des sites effecteurs, etc.. Le développement de la méthode
a occupé les 6 premiers mois du travail de these. Les choix et résultats obtenus
pendant cette période ont donc nécessairement eu des conséquences sur le reste des
travaux qui ont suivi. Voici plusieurs remarques concernant les modeles produits.

La premiere faiblesse des modeles s’est manifestée lors des calculs de chemins de tran-
sition et du suivi simultané des mouvements quaternaires supposés indispensables a
I'ouverture du canal. Une extension radiale de 'ensemble de la partie extracellulaire
est clairement visible dans les structures cristallographiques de canaux ioniques
homologues a I'état de repos (récepteurs GLIC [42] et GluCl [44]). Cette extension
s’est trouvé étre trés réduite dans les premiers chemins de transition calculés a partir
des deux structures obtenues par modélisation hybride (cf. Figure I11.10/p.72). L'ex-
tension ECD a par la suite été analysée pour chacun des templates utilisés pendant la
modélisation. Il s’est avéré que les structures chimériques («7) d’AChBP utilisées ne
présentent pas d’extension ECD significative entre le template de la forme au repos
(3SH1) et active (3SQ6). Du fait de leur plus forte homologie avec la séquence a7,
la conformation quaternaire des AChBP a eu plus de poids lors de la modélisation
que les structures templates des récepteurs GluCl (qui quant a eux possedent cette
propriété d’extension). Du fait de la faible homologie de séquence de la majorité
des templates et de moins bonnes résolutions cristallographiques lorsque la structure
inclut la partie transmembranaire, il aurait été difficile de se passer des AChBP pour
modéliser le récepteur. On notera tout de méme l'existence de structures d’AChBP
présentant une extension ECD a I’état de repos [106]. Bien que n’étant pas des
chimeres a7, ces structures auraient pu éventuellement nous aider a obtenir des
conformations plus satisfaisantes.

Un autre défaut des modeéles est apparu plus tard, lorsque le récepteur humain
o432 a été publié. La comparaison attentive des résidus conservés de la poche
orthostérique de 'a4 32 a laissé apparaitre des inconsistances dans l'orientation de
certains résidus aromatiques. La Figure I1.9/p.suiv. illustre cette problématique. Le
tryptophane 146 du modéle o7 a I'état de repos a un positionnement similaire a celui
observé dans la structure 5HT3, alors que la comparaison avec 'a432 nous aurait
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fait privilégier 'orientation de 'AChBP, dont la poche orthostérique partage d’ailleurs
une plus grande identité avec la séquence «7. En pratique, cela met en évidence des
ambiguités d’orientation des chaines latérales identiques (et trés conservées) entre
les templates. Pour ces cas particuliers, nous laissons implicitement le programme
MODELLER choisir la meilleure orientation du résidu, non plus sur un critére de
conservation de séquence, mais par rapport a ses métriques internes (champs de
force, fonctions de score), ce qui semble dommageable pour la modélisation. 11
est probable que le nombre significatif de structures templates utilisées pendant la
modélisation (x7) soit la cause de ces ambiguités.

Bien que les deux remarques précédentes aient eu un impact sur les travaux qui ont
suivi la modélisation (on notera que ces problemes ont pu étre corrigés), elles ne
remettent pas directement en cause la modélisation hybride mais posent plutét des
alertes sur la modélisation par homologie classique (choix des templates, nombre de
templates...).

Bad

Figure 11.9 Ambiguité locale des templates. Orientation du résidu TRP146 dans la poche
orthostérique du modeéle a7 en état actif (résidu jaune). Les tryptophanes du template
AChBP (3SQ6-TRP145) sont en bleu et 5HT3 (PDB :4PIR-TRP156) en rouge et d’a4(32
(5KXI-(a4)TRP156) en gris. Le squelette de la structure 3SQ6 est représenté en cartoon
blanc. I’alignement des résidus a été réalisé par alignement structural de la chaine A des 3
structures grace au module MultiSeq de VMD.
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Conclusions et perspectives

L’approche de modélisation hybride présentée dans cette partie nous a permis d’éta-
blir des modéles structuraux pour les états actifs et de repos du récepteur nicotinique
de sous-unités 7. Cette étape a été un préalable important au développement des
méthodes de calcul de chemins de transition. On notera que la philosophie de la
méthode hybride est en accord avec un prérequis du Conjugate Peak Refinment, la
méthode d’optimisation de chemins adiabatiques utilisée dans la partie suivante :

Make sure that the internal coordinates of atoms that are not significantly
involved in the reaction are the same for the reactant and the product. [107]

En ne placant pas de contraintes spécifiques dans les régions consensuelles des récep-
teurs actifs et au repos, la méthode hybride garantit qu'un ensemble de contraintes
hybrides identiques sera utilisé pour modéliser ces régions non impactées par la
réaction.

La publication récente d’'une structure expérimentale du récepteur nicotinique o432
humain [34] nous permettra sans doute de raffiner la structure de I'a7, et justifie
d’autant plus l'utilisation de la méthode hybride. La conformation saisie par cristal-
lographie est prétendument dans un état désensibilisé, non conducteur. Il est donc
impossible d’utiliser cette structure, pourtant évolutivement proche, pour modéliser
le récepteur nicotinique dans ses états actifs ou de repos en utilisant I’approche de
modélisation comparative classique. La méthode hybride pourrait étre configurée
pour utiliser les structures GluCl ou GLIC comme template des états actifs et de repos,
et le template o432 comme template d’état indéterminé. Cela aurait 'avantage de
limiter les ambiguités mises en évidence en Discussion (cf. Section 4.4/p.42) du
trop grand nombre de templates (passant de 7 a 3), et de l'utilisation des AChBP
pour modéliser les états actifs et inactifs (remplacés par 'a4/32 dont la séquence est
proche de I'a7).

Cette méthode ouvre la voie a la modélisation de stoechiométries plus complexes
des sous unités du récepteur nicotinique. Vis-a-vis de 'approche hybride peu de
changements techniques sont nécessaires. Il faut d’'une part préparer la séquence
cible comme la concaténation des séquences de chacune des sous-unités et d’autre
part modifier la contrainte de symétrie appliquée au récepteur entier (n’appliquer la
symétrie que sur les chaines identiques). La génération de structures de sous-types
différents pourra par exemple permettre une meilleure évaluation par amarrage
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moléculaire de la spécificité de petites molécules, pour des sites de liaisons différents
en fonction de la sous-unité exprimée.
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Calcul de chemins de transition : couplage
POE/SoS

Nous cherchons a calculer une série d'intermédiaires structuraux décri-
vant le mécanisme d’activation du récepteur nicotinique. La caractérisa-
tion précise d’états transitoires de protéine fait I'objet d’actives recherches,
en particulier pour ses applications dans le développement de nouvelles
molécules thérapeutiques interférant les mécanismes fonctionnels de la
cible [108-110]. L’environnement hétérogene avec lequel interagit le
récepteur nicotinique (eau, membrane, ions), ainsi que la subtilité des
mécanismes énergétiques mis en jeu, tend a nous faire privilégier I'utili-
sation de méthodes dynamiques calculant des chemins d’énergie libre
minimaux. Cependant, ces méthodes sont souvent limitées a un nombre
de Variables Collectives restreint dont le choix pose question, et exposées
aux bruits browniens présents dans les dynamiques moléculaires, ce qui
peut nuire a l'interprétabilité des résultats. L'Unité de Bioinformatique
Structurale a développé des méthodes de simplification de chemins de
transition, dans le contexte plus rigide décrit par le paysage d’énergie
potentiel. Cette partie propose une approche nouvelle, le couplage des
méthodes Path Optimization and Exploration [109] pour le calcul de
chemins de transition adiabatiques, avec la String Method with Swarms
of Trajectories [111] pour le raffinement des structures intermédiaires
dans un contexte d’énergie libre.
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Introduction

Des mouvements conformationnels sont impliqués dans de nombreux processus
biologiques, allant du repliement des protéines, a la reconnaissance de ligands et a
la catalyse des enzymes [112-114], en passant par des phénomenes complexes de
régulations allostériques ou de larges réorganisations conformationnelles peuvent
rentrer en jeu [115]. La description fine de ces mouvements s’avere ainsi d’'une
importance cruciale pour mieux comprendre les mécanismes fonctionnels qui ré-
gissent ces systéemes biologiques. L’analyse de la dynamique des protéines peut alors
ouvrir la voie vers le développement de molécules thérapeutiques spécifiquement
congues pour interférer de tels mouvements et moduler le comportement de la cible
étudiée [116, 117].

Les protéines sont des macromolécules intrinsequement dynamiques. La flexibilité
donnée par le nombre important de degrés de liberté de rotation par résidu implique
une immensité de conformations structurales théorique [118]. Pourtant, le plus sou-
vent, seule un petit nombre de conformations stables sont privilégiées. La description
intelligible des mouvements fonctionnels d’une protéine implique la connaissance
de ses états stables, énergétiquement favorables, mais aussi de I'essentiel de ses
conformations intermédiaires, énergétiquement moins favorables mais accessibles.
Alors que les états stables sont dans un grand nombre de cas accessibles expérimen-
talement par des méthodes biophysiques reconnues (cristallographie aux rayons X,
spectroscopie RMN, cryo-microscopie électronique), la détermination d’états “rares”
de la protéine fait encore 'objet d’actives recherches (par exemple : Room tempera-
ture X-Ray Crystallography [119, 120]). De nombreuses méthodes in silico ont été
établies pour dévoiler ces états transitoires.

Des mesures in vitro réalisées sur I'activation de récepteurs nicotiniques individuels
montrent qu'une ouverture spontanée du canal (en absence d’agonistes) s’observe en
moyenne une fois par seconde (1,3+1,4/sec [121]). En comparaison, les simulations
de dynamique moléculaire sur des récepteurs canaux se limitent a la microseconde
et peinent a observer des évenements de fermeture complets [50]. Des méthodes
de simulation ont été développées pour accélérer 'exploration de la dynamique
moléculaire séparant des états stables de protéine [122, 123]. La plupart de ces
méthodes simplifient 'hyperespace a explorer en ne considérant qu'un petit nombre
de Variables Collectives (ou coordonnées réactionnelles et abrégées “CV”), fonctions
des coordonnées cartésiennes du systéme, et supposées suffisantes pour décrire
pleinement la réaction. Par exemple, certaines approches échantillonnent le gradient
d’énergie libre (la force moyenne) autour de points particuliers de 'espace définit
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par Variables Collectives (TI [124], ABF [125], ou TAMD [126]). D’autres méthodes
(Umbrella Sampling [74], Métadynamique [73]) biaisent le potentiel énergétique
pour forcer la simulation a sortir des bassins énergétiques favorables déja explorés et
projettent alors la distribution d’états réduite sur les CV. Cependant, une mauvaise
sélection des Variables Collectives peut mener a des inconsistances lors de I'explo-
ration du paysage énergétique (typiquement, des barrieres énergétiques mal prises
en compte dans 'espace restreint des CV [127, 128]). Cette sélection est d’autant
plus difficile a surmonter que beaucoup de ces méthodes n’acceptent qu'un petit
nombre de Variable Collective (p.ex. max. ~ 3 pour la Métadynamique) alors que la
dynamique d’une protéine peut avoir des dizaines de milliers de degrés de liberté. De
plus, les déterminants mécanistiques du systeme étudié sont généralement inconnus
a priori.

La String Method with Swarms of Trajectories (ou String of Swarms, SoS, dont le
principe est décrit Figure III.1/p.suiv.), initialement basée sur la “string method”
de Maragliano et al. [129], simplifie '’exploration du paysage énergétique entre
deux états stables en raffinant un chemin d’énergie libre minimale. Alors que les
méthodes décrites précédemment nécessitent 'exploration exhaustive de 'hypervo-
lume décrit par les CV, les String of Swarms se contentent d’optimiser un chemin,
c’est-a-dire une construction unidimensionnelle dans ’espace des CV. Ainsi I'en-
semble des Variables Collectives choisi pour décrire le systéme peut étre beaucoup
plus large, voire comprendre la majeure partie du systéme (par exemple ’ensemble
des atomes du squelette de la protéine [130, 131]), sans pour autant pénaliser la
convergence de l'algorithme. Le chemin réactionnel est constitué d’'une chaine de
structures intermédiaires (aussi appelés états, ou billes) de la protéine. A chaque
itération, un essaim de courtes dynamiques moléculaires non contraintes est lancé
a partir de chacun des intermédiaires structuraux. Ces dynamiques moléculaires,
une fois moyennées, servent a apprécier la direction du gradient de diffusion. Le
chemin est ensuite mis a jour pour s’aligner le long du gradient de diffusion et
ainsi glisser naturellement dans une vallée d’énergie libre. SoS a été utilisé dans
de nombreuses études pour décrire le chemin réactionnel de systemes complexes
impliquant de larges changements de conformations [110, 111, 130-140] et méme
plus récemment sur un homologue procaryote du récepteur nicotinique [141, 142].
Du fait des mouvements aléatoires inhérents a la dynamique moléculaire, SoS ne
converge pas nécessairement en un chemin précis, mais en un ensemble de chemins
bruités (contenus dans un tube réactionnel), ce qui rend difficile 'appréciation de la
convergence de la méthode ainsi que 'analyse mécanistique de la transition [143].
Des astuces permettent de contourner cette difficulté (p.ex. moyenner les derniers
chemins SoS [139]) mais ne nous semblent pas satisfaisantes. Pour surmonter cette
difficulté, nous proposons dans ce travail de coupler la méthode dynamique des
String of Swarms, avec la méthode de calcul de chemins adiabatiques Path Opti-
mization and Exploration (POE), développée au laboratoire et spécialisée dans la
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recherche de raccourcis topologiques pertinents. Alors que les méthodes dynamiques

Une itération de la String method with swarms of trajectories

O Chemin initial
@  apres litération

Trajectoires de swarms
@® Déplacement moyen
@ Structure cible

N =:* I
/./' .

(1) Trajectoires de  (2) Reparamétrisation  (3) Propagation
swarms et moyenne

Figure 1.1 Principe de la String method with swarms of trajectories. A partir d’'une
série de structures intermédiaires séparant deux états distincts de la protéine, le chemin est
relaxé dans le paysage d’énergie libre par la procédure suivante réalisée sur chacune des
structures du chemin : (1) Une multitude de courtes trajectoires de dynamique moléculaires
indépendantes et sans contraintes sont lancées a partir de la structure initiale (bille blanche).
Les conformations de fin de trajectoires (billes jaunes) sont converties en une structure
moyenne (bille rouge), qui pointe la direction du gradient de diffusion. (2) la structure
moyenne est reparamétrisée pour limiter une dérive des structures le long du chemin.
La structure cible (bille verte) est ainsi créée pour préserver une équidistance entre les
structures. (3) une trajectoire de propagation est lancée a partir de la structure initiale
et une contrainte harmonique sur la bille cible. La derniere structure de la trajectoire de
propagation (bille noire) devient un nouveau point intermédiaire du chemin de transition.
Apres plusieurs itérations de ce protocole, les chemins produits convergent dans une vallée
du paysage d’énergie libre.

précédemment décrites sont contraintes d’échantillonner le paysage d’énergie libre
exhaustivement pour évaluer les contributions entropiques, d’autres méthodes sont
spécialisées dans la recherche de chemins d’énergie minimale sur la surface d’énergie
potentielle. L’exploration de la surface d’énergie potentielle revient a décrire le
mécanisme de transition dans un contexte adiabatique. Les propriétés avantageuses
des champs de force de mécanique moléculaire (continuité, dérivabilité) permettent
I'optimisation numérique de chemins d’énergie minimale sans aucun a priori sur les
coordonnées réactionnelles conduisant la réaction. On citera parmi les méthodes les
plus connues, les Nudge Elastic Band [144], la Zero Temperature String Method [145,
146], ou le Conjugate Peak Refinment (CPR) [147]. La méthode CPR a été privilégiée
au laboratoire de par ses propriétés intéressantes pour l'interprétation des transitions.
Les structures intermédiaires calculées par CPR sont ordonnées et constituent un
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chemin énergétiquement valide (pas de barriéres énergétiques entre les points du
chemin). Chaque point de la transition est ainsi (théoriquement) cinétiquement
accessible [148]. Cependant, a tres haute dimension, la surface d’énergie potentielle
est un monstre topologique, et les chemins optimisés deviennent rapidement tres
complexes (observation faites au laboratoire, et identifiable dans la référence [149])
ce qui a mené a I'élaboration de la méthode POE. POE recherche des raccourcis topo-
logiques le long de la transition et construit puis sélectionne des chemins alternatifs
plus pertinents sur des critéres énergétiques (abaissement du maximum énergétique)
et topologiques (chemin plus court, moins de points intermédiaires). POE a en parti-
culier permis de calculer des conformations intermédiaires de ’Adenylyl Cyclase du
facteur cedémateux de ’Anthrax a l'origine de la découverte du premier inhibiteur
allostérique identifié in silico [150, 151].

L’objectif du travail présenté dans cette partie est d’étudier le mécanisme d’activation
du récepteur nicotinique de sous-unité a7, grace au couplage avantageux de la
méthode dynamique des String of Swarms avec la méthode d’optimisation de chemins
Path Optimization and Exploration. Nous souhaitons profiter des simulations réalistes
de SoS (chemin d’énergie libre, solvatation comprenant eau, ions et membrane
(phospholipides et cholestérols) explicites, systéme thermalisé) avec les bonnes
propriétés de POE (absence de barriéres enthalpiques, simplicité des chemins).
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Figure 111.2 Optimisation de chemins de transition a I’aide de POE. a. Projection sur les
deux premiers modes d’une analyse en composante principale des chemins PCR et POE
d’une transition du récepteur de I'acide rétinoique. Le chemin PCR est topologiquement
trés complexe (points verts). POE recherche les raccourcis topologiques entre les structures
intermédiaires du chemin PCR (fleches noirs). Apres plusieurs itérations, le chemin obtenu
avec POE est beaucoup plus court (points en dégradé du bleu au rouge). Une procédure de
réduction du chemin POE permet de supprimer les structures intermédiaires superflues a une
échelle plus locale a différentes étapes de la méthode (ronds noirs, voir c.). b. Combinatoire
des combinaisons de raccourcis. Les lignes correspondent a des chemins de transition
alternatifs qui seront confronté au chemin initial grace a des critéres énergétiques (énergie
maximale le long du chemin) et topologiques (nombre de points intermédiaires et longueur
totale du chemin). Les lignes noires référent a des portions du chemin initial. Les lignes en
couleurs sont des raccourcis topologiques trouvés par POE. c. Procédure de réduction d'un
chemin de transition a ’échelle plus locale. La réduction préserve la continuité énergétique
du chemin. En d’autres termes, les structures calculées sur une interpolation entre chacune
des paires consécutives de structures du chemin ne dépassent pas un plateau d’énergie
Epjar.- Sous cette contrainte de continuité, la réduction supprime un maximum de structures
intermédiaires.
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Couplage POE-SoS

2.1.1 Solvatation et équilibration des structures de départ

Les deux structures issues de la modélisation comparative, canal ouvert et canal en
état de repos ont indépendamment été solvatées a 'aide du programme “Membrane
Builder” du serveur web CHARMM-GUI [152]. Le format de coordonnées PDB
des modeles MODELLER est traduit en format CHARMM coordinates et PSF. Deux
ponts disulfures sont manuellement ajoutés au PSF pour chacune des 5 chaines du
récepteur entre les cystéines 125-139 et 187-188. Le récepteur est orienté sur 'axe
des Z et la partie transmembranaire centrée en Z=0. La protéine est placée dans
une boite tétragonale de taille 115x115x153 A3. Une bicouche lipidique hétérogéne
est constituée autour du récepteur : 213 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine
(POPC) et 71 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidic-acid (POPA) ainsi que 71 molécules
de cholestérols (CHL). 180 lipides sont placés sur la couche inférieure et 175 sur la
couche supérieure. La steechiométrie choisie de rapport 3xPOPC/1xPOPA/1xCHL est
connue pour stabiliser les nAChRs dans un état fonctionnel [153-156]. La neutralité
électrique a pH 7 a été obtenue avec 41 ions C1~ et 142 Na™* pour une concentration
de NaCl d’environ 150mM. Lipides et ions ont été ajoutés autour de la protéine
grace aux scripts du CHARMM-GUI. La gestion du placement des molécules d’eau
a quant a elle a été gérée par des immersions et déletions itératives, a 'aide d’'un
script CHARMM écrit au laboratoire. Le nombre de molécules d’eau inclues dans la
boite de solvatation est ainsi ajusté pour une densité d’eau de 0,033 molécule d’H,O
(type CHARMM TIP3P [157]) par A3, soit :

(Volumepgire — Volumeprorgine — V olumeripides) x 0,033

Le volume de la protéine a été calculé a partir des données biophysiques du volume
individuel des acides aminés, soit 232 456 A3. Le volume de la membrane a été
obtenu avec le programme MSMS (v2.6.1), et est de 386 311 A3 pour la forme
au repos du récepteur et de 381 617 A3 pour la forme active. Ce qui correspond a
46 954 molécules d’eau calculées pour la forme canal fermé et 47 111 pour la forme
ouverte. Un nombre de molécules consensus de 47 033 a été utilisé. Le placement
des molécules d’eau est réalisé comme suit :
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1. Saturation de la boite. Une boite d’eau pré-équilibrée est superposée a la boite
contenant protéine, ions et lipides. Seules les molécules d’eau ne chevauchant
aucun atome du systeme sont conservées. Cette opération est ensuite réitérée,
aprés légére translation aléatoire de la boite d’eau pré-équilibrée sur ses 3 axes,
jusqu’a I'ajout de 48 000 molécules.

2. Suppression itérative des molécules d’eau. L'énergie de chacune des molécules
d’eau est calculée. Les 25 molécules les moins favorables sont supprimées (plus
hautes énergies et en excluant les plus proches voisines des molécules déja
supprimées). Apres réitérations successives, la boite d’eau contenant 47033
molécules est sauvegardée.

La boite solvatée est ensuite minimisée avec I'algorithme de steepest descent combiné a
la détection et au déplacement systématique des molécules d’eau “bloquées” (hautes
énergies) dans la protéine ou la membrane. Deux premieres équilibrations sont
réalisées avec la protéine gardée fixe (dynamique de Langevin avec coefficient de
friction a 3,0 ps~! de 50 ps, et seconde avec coefficient 4 0,1 ps—! pour 500 ps
de simulation avec un pas temporel d’'une femtoseconde) suivie d'une seconde
équilibration de 500 ps ou la protéine est soumise a une contrainte harmonique sur
la structure initiale (parametre de force a 2,5) ainsi qu’a une contrainte hyperplane
(force 106 kcal/mol.A2).

Finalement, la boite de simulation contient 209 709 atomes dont 27 395 atomes
pour la protéine seule. Cette solvatation initiale, coliteuse en temps de calculs et
en controles humains, a seulement été calculée pour les états initiaux, ouverts et
fermés, du récepteur.

2.1.2 Path Optimization and Exploration

Path Optimization and Exploration (POE) est un ensemble de routines Shell, CHARMM
et en Fortran, permettant le calcul et le raffinement de chemins de transition.

POE a été exécuté avec CHARMM [64] version 35b2 et la paramétrisation du champ
de force tout-atome CHARMM36 [61-63]. Un modele de solvatation approximatif,
qui mime au mieux un diélectrique sigmoidal [158], est utilisé pour 'ensemble des
optimisations POE : diélectrique dépendant de la distance (RDIElec EPS 1,416) avec
décalage du potentiel a 10 A (SHIFt CUTN 10,0), les interactions Van der Waals
sont décalées entre 7 et 8 A (VSWItch CTON 7,0 CTOF 8,0). Des contraintes sont
ajoutées sur les prolines du récepteur pour éviter les isomérisations cis-trans (force
1 kcal/mol.rad?). La proline 133 est placée en conformation cis [159] (22=0 °), les
autres prolines en trans (2=180 °). L’algorithme CPR utilisé dans POE est implé-
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menté par le module TReK de CHARMM [107] (incluant une implémentation de la
procédure de réduction (décrite dans la référence [6])) et autorise un déplacement
maximum de 0,5 A entre les atomes.

Pour la premiere itération de POE, un premier chemin est créé par interpolation
entre les deux structures initiales désolvatées (26 395 atomes). Pour cela, le script
CHARMM Hammer Drill (développé au laboratoire) combine une interpolation en
coordonnées cartésiennes pour le squelette de la protéine et une interpolation en
coordonnées internes pour les chaines latérales (vector.pl fourni dans la distribution
CHARMM [107]).

Pour les itérations de POE dont le chemin provient d’une série de String of Swarms, les
billes extrémales sont extraites de la transition et minimisées par un enchainement
des algorithmes Steepest Descent et Adopted Basis Newton Raphson (avec la contrainte
hyperplane - Cyp - dont la définition est donnée plus loin 2.1.4/p.58). Finalement,
elles sont ajoutées en premiére et derniére position du chemin et transmises a POE.

Une itération POE est composée de deux procédures : PathFinder identifie les rac-
courcis plausibles le long de la transition, et Assemble reconstruit des chemins de
transition alternatifs a partir de ces combinaisons de raccourcis et du chemin de
départ.

Pour un chemin de transition composé de M structures intermédiaires, ’ensemble
des paires de conformations X (*) et X(*) est évalué par PathFinder. Bien que la
combinatoire des raccourcis soit grande (M (M — 1)/2) la taille du cluster de calcul
(~ 500 cceurs) nous a permis d’exécuter PathFinder sur la totalité des raccourcis
possibles. Pour chaque paire de conformation PathFinder exécute la procédure
Hammer Drill pour construire le chemin de transition séparant les deux points. Un
sous-ensemble de raccourcis est sélectionné sur des criteres énergétiques (énergie
maximale le long du chemin) et topologiques (nombres de points intermédiaires,
longueur du chemin).

Le script Assemble combine les raccourcis pour former de nouvelles transitions de la
structure de départ a celle d’arrivée (combinaisons de raccourcis non chevauchants,
complétées par les portions du chemin initial). Le chemin initial, ainsi que les chemins
alternatifs sont optimisés par itérations successives de CPR et de réduction des
chemins (15x). Finalement, un chemin alternatif est choisi si son énergie maximale
et sa longueur curvilinéaire (somme des rmsd entre conformations adjacentes) sont
plus faibles que celles du chemin initial. Le chemin sélectionné est réduit avant d’étre
soumi a une autre itération de POE ou a une série de SoS.
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La réduction des chemins est une procédure visant a supprimer un maximum de
points de la transition tant qu'un plateau énergétique Ep,, n’est pas dépassé le long
du chemin. Soit X *) et X (*+9) deux conformations du chemin. Les (i-1) intermé-
diaires sont supprimés si I'énergie de structures interpolées entre X (%) et X (5+%) ne
dépasse pas Ep,... En pratique, la recherche se fait en arriere, c’est a dire pour k
allantde 1 a M et i de M — k a 1. La valeur de k suivante est alors incrémentée de
la plus grande valeur de i pour laquelle le critere d’énergie est vérifié.

Deux itérations de POE ont été exécutées entre chacune des séries de String of
Swarms.

2.1.3 Solvatation des structures d’'un chemin POE

A chaque passage d’un chemin de transition issu de POE vers la méthode des String
of Swarms, chacune des structures de la trajectoire de transition doit étre convena-
blement solvatée. Au fil des itérations POE-SoS, 159 solvatations de conformations
du récepteur ont été réalisées. Ce nombre justifie la mise au point d’'une stratégie
de solvatation plus rapide que celle proposée pour les structures de départ. La Fi-
gure I11.3/p.suiv. illustre la solution proposée. Chacune des nouvelles structures a
solvater est comparée aux structures de la trajectoire de transition obtenues par la
série SoS précédente. La boite solvatée contenant la structure du récepteur la plus
proche de la structure a solvater est sélectionnée. Les coordonnées atomiques des
molécules d’eau, des lipides et des ions sont ensuite ajoutées aux coordonnées de la
protéine a solvater. Afin de résoudre les possibles collisions entre atomes, en particu-
lier a I'interface entre la protéine et le solvant, les mémes étapes de minimisation et
d’équilibration (500 ps avec protéine fixe et 100 ps avec contraintes harmoniques et
hyperplanes, voir 2.1.4/p.58) que celle réalisées lors de la solvatation initiale sont
ajoutées. Les molécules d’eau dont 1’énergie reste trop forte apreés minimisation sont
repoussées radicalement (coordonnées z et y multipliées par v/2) puis reminimisées.
La procédure est reconduite jusqu’a disparition de toutes les alertes. Ces simulations
sont réalisées indépendamment les unes des autres pour chacune des structures du
chemin et elles sont donc traitées en paralléle sur le cluster de calcul.

2.1.4 String of Swarms

Un chemin de transition est représenté par une chaine de M conformations X de la
protéine, {XW), x®@ . XM} EnToccurrence, le nombre d’états M correspond
au nombre de structures intermédiaires obtenues apres optimisation par POE, et
varie donc au cours des itérations POE-SoS (M7 = 36, My = 33, M3 = 32, My = 30,
Ms = 28). Chaque itération de la méthode String of Swarms a pour objectif de
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Figure 111.3 Réutilisation de boites solvatées pré-équilibrées. La structure a solvater est
insérée (copie des coordonnées atomiques) dans la boite solvatée contenant la conformation
la plus proche (RMSD minimal). Aprés minimisation et équilibration suffisante, le systeme
est prét a étre utilisé par les String of Swarms.

mettre a jour chaque structure intermédiaire X (¥ de sorte & ce quelle s’adapte
au gradient de diffusion d’'un essaim de courtes dynamiques moléculaires non
contraintes. La procédure de référence des String of Swarms est décrite dans la
référence [111]. Des adaptations spécifiques de la méthode ont été nécessaires en
vue de sa complémentarité avec Path Optimization and Exploration. En particulier, la
diffusion des structures intermédiaires est contrainte dans des hyperplans conjugués
au chemin de la réaction dans le but de limiter la diffusion spontanée des structures
vers les bassins énergétiques stables aux extrémités du chemin.

Remarques générales sur les simulations moléculaires

Dynamique moléculaire L’ensemble des simulations de dynamique moléculaire
concernant les String of Swarms a été réalisé avec le programme CHARMM [64]
version 39b1 et le champ de force tout-atome CHARMM36 [61-63] pour la topologie
et les parametres de la protéine, des lipides [160, 161], du cholestérol (généré avec
CGenFF [162, 163]), des ions [164] et des molécules d’eau (TIP3P [157]). Le
systéme est simulé dans 'ensemble canonique (NVT). Un thermostat de Langevin
est utilisé pour chauffer le systeme a 303,15 °K, avec un coefficient de friction a
0,2 ps~!. Les interactions électrostatiques & longue distance sont calculées dans
I'espace réciproque a I'aide de la sommation d’Ewald (Particle Mesh Ewald [68]). Les
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conditions périodiques sont appliquées a la boite solvatée avec le module CRYSTAL de
CHARMM. Les liaisons hydrogenes sont contraintes avec I'algorithme SHAKE [165].
Pour accélérer les temps de calcul la décomposition en domaines de la boite de
simulation est gérée par DOMDEC [166], ce qui permet I'utilisation conjointe de
plusieurs CPUs et du GPU pour une méme simulation.

Hyperplans et contraintes hyperplanes Soit {X(1), X® . X} ]a chaine or-
donnée de conformations de la protéine décrivant le chemin de transition.

L’hyperplan H P9 est défini pour une structure X (9 comme l'espace & 3N-1 dimen-
sions, bissecteur des deux vecteurs formés par les conformations X (i~ et X (i+1)
avec X9, Autrement dit, H# P() contient 'ensemble des dimensions orthogonales au
vecteur normal ﬁ(i) ainsi défini :

N0 — M

2
—  x6)_x@G-1) + . XU+ _x@ / 1 M
avec V-~ = Tx@ KT e Vv = Tty Les cas extrémaux HPW et HpM)
sont définis en considérant respectivement V- —0et Vt=o.

La contrainte hyperplane, notée CS)P, est sous la forme d’une contrainte harmonique
entre une conformation courante X', et sa projection dans 'hyperplan H P,

i, —k [(Xu)fX') . ﬁ(z‘)]?

Tous les atomes de la protéine sont ici concernés mais pas le solvant, ni la membrane
et ni les ions. La constante de force k a une valeur de 10° kcal/mol/A? jugée
suffisante pour que les structures produites soient suffisamment contraintes dans
I'hyperplan (voir Annexe VII.7/p.199). La contrainte hyperplane a été implémentée
au laboratoire et distribuée a partir de la version ¢38b2 dans le module CONS de
CHARMM (sous-modules “RMSD RELA HPLA”).

Protocole d’une itération SoS

Trajectoires de Swarms Chacune des structures initiales X (9 est utilisée comme
structure de départ de 32 dynamiques moléculaires indépendantes et sans contrainte.
L’assignation initiale des vélocités est réalisée par CHARMM avec des graines aléa-
toires différentes. Le temps de simulation de chaque dynamique est de 20 ps (10 000
itérations avec un pas de temps de 2 fs). Seule la derniére structure de chacune des
simulations, D](-i) avec 1 < j < 32, est gardée en mémoire. Les 32 structures sont

alors moyennées :
0 _ LS 0
D" =35 Z D;
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Equilibration supplémentaire du solvant Une dynamique supplémentaire d’équili-
bration du solvant (lipides, ions, eau) de 200 ps est réalisée avec la protéine fixe (les
X () restent inchangés). En pratique, cette étape est réalisée en méme temps que le
calcul des trajectoires de Swarms.

(

Reparamétrisation Soit D Z), la structure moyenne des trajectoires de Swarms. La

structure cible 79 pour I'étape de propagation, est définie comme la structure
(1)

résultant de la projection de D'” dans I'hyperplan H P(Y). En d’autres termes,

760 — p® _ ((5@‘) _ X(i)) .ﬁ(i)) % N

Propagation Durant I'étape de propagation, une courte dynamique moléculaire
(4 ps, pas de trajectoire a 2fs) démarre avec X () comme structure de départ. Une
contrainte Cp,qpq. €St ajoutée au champ de force pour guider les structures de la
dynamique vers la bille cible.

c@ oW

propa. harm.

+Cli

ou Chqrm. €St une contrainte harmonique sur la structure cible T (contrainte sur
les carbones alpha (C,) du récepteur avec constante de force a 2,5 kcal/mol/AQ), et
la contrainte hyperplane C'ip précédemment définie. Finalement, les conformations
atomiques obtenues a la fin des trajectoires de propagation forment une nouvelle
chaine d’état de la protéine, {X), X®@ .. XM} qui peut-étre soit soumise a
une nouvelle itération de String of Swarms, soit, si elles sont arrivées a convergence,
désolvatées et réintroduites a une itération de la méthode Path Optimization and
Exploration.

2.2 Modifications ponctuelles des transitions

2.2.1 Correction locale de la poche orthostérique

La comparaison de nos modeéles de transition avec la structure a4/32 (PDB : 5KXI [34])
publiée fin 2016 nous a permis d’identifier des incohérences dans I'orientation de
résidus aromatiques de la poche orthostérique (voir Discussion en Partie 4.4/p.42).
Pour tenir compte de ces nouvelles données structurales, les angles diedres chil et
chi2 de 5 résidus de la poche (voir le Tableau III.1/p.suiv.) ont été transposés de la
chaine A (a4) aux 5 chaines de toutes les conformations de la transition de fin de
série Swarms S3, avant le POE S4. La correction est faite par édition des coordonnées
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internes avec CHARMM (“ic fill”, “ic edit”, “coor init”, et “ic build”) et minimisation
Y . 2 7 . 7
(“steepest descent”) locale des atomes a moins de 5 A des résidus concernés.

a4 chil chi2 a7

(resid) (°) (@) (resid)
TRP 62 51,62 147,66 52
TYR 100 -77,81 -60,42 90
TRP 156 -156,85 81,59 146
TYR 197 -62,07 -64,95 185
TYR 204 -67,13 -88,41 192

Tableau I11.1 Correction locale des modeles. Angles chil et chi2 reportés de la sous-unité
alphad du récepteur o432 humain (PDB : 5KXI) vers les 5 sous-unités a7 par translation des
coordonnées internes. Cette étape a eu lieu entre SoS-S3 et POE-S4.

2.2.2 Extrapolation des bornes

Cette opération a été une tentative de correction des inconsistances énergétiques
observées aux bornes des profils d’énergie libre et tient compte du fait que lors
de l'optimisation d’'un chemin avec POE, seul les points intermédiaires du chemin
sont raffinés. Le chemin provenant de la derniere itération des String Of Swarms
de la série S3 est une série de conformations {X®), X, ..., X(33)}. Des structures
supplémentaires X(©) et X% ont été construites par extrapolation & partir des
couples de structures (X . x (2)> et (X (52) x (33)). POE a ensuite été exécuté deux
fois (a7m9 et a7m10, voir le Tableau I11.3/p.78) sur le chemin {X©, X,
X349} Le chemin a7m10 a ensuite été tronqué avant réduction en utilisant comme
nouvelles bornes les 2 structures les plus proches (RMS) des structures X (1) et X (33)
a I'étape précédant les extrapolations. Cette modification n’a pas été en mesure de
résoudre les inconsistances relevées.

2.2.3 Régularisation des chaines latérales symétriques

Avant raffinement par POE du dernier chemin SoS de la série S4, les résidus possé-
dant des chaines latérales symétriques (aspartate, glutamate, arginine, phénylalanine
et tyrosine) ont été régularisés pour éviter les rotations superflus de chalnes latérales.
Le chemin résultant est raffiné par le POE de la série S5.

2.3 Analyse des simulations
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2.3.1 Profils d’énergie libre

Les profils d’énergie libre sont évalués par intégration thermodynamique en intégrant
les forces moyennes le long du chemin de transition :

a dF o §F(X@)) dx (@)
PMF)yo=F(X) - F(X©) = —d’:/ do’ -
( )0, ( ) ( ) 0 dao/ a 0 5Xz @ do
(a ,
ou & e = ﬁ'(a ) le vecteur normal a I’hyperplan pour la structure intermédiaire
X (@) et (@)
IF (X«
Q = _<?CHP + ?C}L(IJ""L>

0X
La moyenne des forces résultantes des contraintes harmoniques et hyperplanes est
échantillonnée toutes les 10 ps d’'une trajectoire totale d'une nanoseconde, avec
contraintes Cyp et Charm SUT la structure courante X (9, L’intégrale est évaluée par
une somme pondérée ou les wy, sont calculés par la méthode des trapézes :

(PMF), Zwk (da)

ou wy = 1 sauf pour k = 1 et M pour lesquels w, = % De plus l'erreur statistique
est évaluée au fil de la réaction :

err(PMF)oq) = \/var((PMF )o.a) = J > wivar (dF)k

2.3.2 Distance entre deux chemins de transition

Soit C7 et C5 deux chemins de transition respectivement composés de N et M struc-
tures intermédiaires. Nous définissons la distance entre les deux chemins §(C4,C5>),
exprimée en angstrom, tels que :

1 i 1 Y DG
w9~ (35 (o c60) 5 i mactics)

o J=1

Ou rms(d ),C’ G )) correspond a la distance RMSD tout atome entre les deux struc-
tures C\" et C{7) apreés alignement structural.
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2.3.3 Propriétés du récepteur nicotinique

Extension ECD

La propriété d’extension du domaine extracellulaire est calculée comme le rayon de
giration (1/N 3, (Tmean — i)? + (Ymean — ¥i)? + (Zmean — 2i)?) des atomes de type
C,, de la partie extracellulaire définie par la plage de résidus 15 a 205. Des plages de
résidus équivalentes ont visuellement été sélectionnées pour chacune des structures
cristallographiques afin de garantir une comparaison juste de la propriété étudiée :
résidus 17 a 213 pour 3RIF (id. PDB) et 4TNV, 5 a 194 pour 4HFI et 4NPQ, 19 a 209
pour 3SH1 et 17 a 204 pour 3SQ6, sélectionnées par superposition des structures
cristallographiques avec les modeles du récepteur 7.

Torsion ECD-TMD

La propriété de torsion entre la partie extracellulaire et la partie transmembra-
naire du récepteur est calculée comme la moyenne des angles diedres obtenus
pour chacune des chaines (i = {a,b,c,d,e}) a partir des trois vecteurs consécu-
tifs ECDi,ECDade;, ECDgpede, T M D gpege €t TM D gpede, M D ou ECD; est la
moyenne des coordonnées atomiques de type C, de la partie extracellulaire de

la chaine i , EC D4 de la partie extracellulaire entiere, T'M D .4, de la partie
transmembranaire entiére et TM D; de la partie transmembranaire de la chaine i.
La partie extracellulaire est délimitée par les résidus précédemment cités dans la
sous-section précédente, la partie transmembranaire par tous les résidus d’index
supérieurs. Pour des raisons pratiques, le signe des angles calculés a été inversé.
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Résultats

3.1 Couplage POE/SoS

Ce travail décrit le couplage de deux méthodes de calcul de chemins de transition :
Path Optimization and Exploration (POE) optimise un chemin sur la surface d’énergie
potentielle (A H), et la String method with Swarms of Trajectories (SoS) sur le paysage
d’énergie libre (AG). Pour montrer I'intérét de cette approche, la combinaison des
deux méthodes a été appliquée a la description du mécanisme d’activation/fermeture
du récepteur nicotinique de 'acétylcholine de sous-unités a7. Les conformations
active et de repos sont celles modélisées dans la Partie II/p.21. En pratique, le
couplage est réalisé par 'optimisation successive de chemins de transition au travers
de POE et des String of Swarms, comme illustré dans la Figure II1.4.

S1 36Xe
00..c0.-:00 RIS 33Xe
i X6

[ |
: : = S5
LR I LS Solvatation  [HUCY THY PR T "y 28 xe
: x4 = —
) . . _ Solvatation H I T 1)
Désolvatation SN Y TERT TR ¥ SR : 4 . .
. X . . .
‘o' I ) : o L EU BT Solvatation
Désolvatation [ . . .
; : T eeees
M T : . =
. H . i x5
'..l"

Sos [ EHAHEES

Figure 111.4 Plan de simulation pour le couplage POE-SoS. Chacune des 5 colonnes
schématise le passage d’un chemin de transition par “Path Optimization and Exploration”
(POE) suivie de plusieurs itérations (nombres en gras) de la “String method with Swarms of
Trajectories” (SoS). Le nombre de structures intermédiaires des chemins est déterminé par
POE (nombres soulignés) et ne varie pas lors des itérations de SoS. Une étape de solvatation
et de désolvatation (eau/ions/lipides) encadre chacune des itérations des String of Swarms.

Un chemin de transition est ici défini par un ensemble ordonné de structures (aussi
appelées conformations ou billes). Le premier chemin est créé entre les deux modeles
du récepteur par interpolation linéaire (interpolation en coordonnées cartésienne
pour le squelette de la protéine et interpolation en coordonnées internes pour
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Série SoS  équili. init.  équili. supp. Swarms propagations total

S1 5964 8134 17724 6448 38 270
S2 5072 3897 23171 3947 36 087
S3 4 305 2 622 10874 3567 21 368
S4 4152 5477 10398 4032 24 059
S5 4081 5422 10211 3755 23 469
Total 23574 25552 72378 21749 143 253 ~ 16ans

Tableau 111.2 Temps de calcul CPU (en heures) alloués pour les différentes séries de
String of Swarms. On notera que ces chiffres sont hautement dépendants de I'utilisation
ou non de GPU lors des dynamiques moléculaires. En particulier, 'accélération de I’étape S3
par rapport a S2 est non seulement diie & un nombre de billes intermédiaires plus faibles
mais aussi a un meilleur adressage des simulations vers des machines avec GPU. L’équili-
bration initiale (équili. init.) succéde a la solvatation des chemins de POE. L’équilibration
supplémentaire (équili. supp.) est effectuée en parallele de I'étape des Swarms.

les chaines latérales, voir documentation TreK de CHARMM [107]). La série de
structures obtenues est ensuite passée en entrée a POE. Ce premier chemin est
ainsi optimisé une premiere fois sur la surface d’énergie potentielle décrite par le
champ de force CHARMM36. L’optimisation s’y fait a 0° Kelvin degrés sans échange
de chaleurs (adiabatique), ce qui rend nécessaire I'utilisation d’'une représentation
implicite (risque de gel des membranes). Chacune des structures construites par POE
doit ensuite étre solvatée (eau, ions, POPC-POPA-Cholestérol) en vue du transfert
du chemin a la méthode des String of Swarms. Cette solvatation des chemins,
rencontrée a chaque passage entre une itération de POE vers une itération de SoS a
été spécifiquement élaborée pour profiter des temps d’équilibration accumulés dans
les itérations précédentes (voir Matériels et Méthodes). Les structures solvatées sont
alors soumises a plusieurs itérations des String of Swarms, de telle sorte que chacune
des billes intermédiaires soit déplacée en direction du gradient de diffusion d'un
essaim de courtes dynamiques moléculaire sans contrainte et a 303 degrés Kelvin.
Dans ce contexte, la chaine de billes décrivant la transition évolue progressivement
en direction d’une vallée d’énergie libre. Lorsque deux chemins consécutifs des String
of Swarms sont suffisamment proches, la méthode est supposée avoir convergé et les
itérations s’arrétent. Entre 4 et 6 itérations ont été réalisées pour chacune des séries
des String of Swarms. Une fois le chemin ayant convergé dans le contexte d’énergie
libre, les structures sont une a une désolvatées, et repassées en entrée a une itération
de Path Optimization and Exploration.

5 séries successives de passages POE-SoS ont été réalisées. Rien que pour les itéra-
tions de SoS, cela représente environ 16 ans d’utilisation sur un CPU (Figure II1.2).
Grace a la grille de calcul du laboratoire, il faut environ une semaine de calculs pour
chacune des séries de Strings of Swarms et 4 a 5 jours pour une exécution complete
de POE.
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Les deux méthodes, POE et SoS, optimisent les structures intermédiaires du chemin
dans des contextes différents (AH et AG). Nous devons donc nous assurer, que
le passage d'une méthode a l'autre se fait de fagon conciliante pour chacune des
structures du chemin. A la fin d’un cycle POE, chacune des structures intermédiaires
du chemin est un minimum local sur les 3NV — 1 dimensions conjuguées. Dans
I'algorithme CPR utilisé par POE, ces dimensions conjuguées sont matérialisées par
un hyperplan, bissecteur des deux vecteurs normalisés formés avec les structures
adjacentes du chemin [147, 167] (voir Figure III.5). Le protocole des String of
Swarms a été adapté en conséquence pour garantir que la diffusion des structures
du chemin dans le paysage d’énergie libre tienne compte de ces hyperplans au
cours de l'optimisation. En pratique cela passe par une modification de 1’étape de
reparamétrisation [111]. La reparamétrisation des billes moyennes de trajectoires de
Swarms est indispensable, pour éviter que les structures intermédiaires ne diffusent
naturellement vers les états extrémausx stables de la transition.

POE lAH SoS
(CPR)

i+1
Figure 111.5 Compatibilité technique entre POE et SoS. En gris, 'hyperplan bissecteur
des vecteurs formés entre la structure courante (X;) et ses 2 structures adjacentes (X;_; et
Xit1). A la fin de POE, chacune des structures du chemin est dans un minimum énergétique
local dans son hyperplan (contexte AH). Lorsque le chemin est plongé dans le contexte
d’énergie libre avec la méthode des String of Swarms, ce méme hyperplan est utilisé pour
laisser diffuser la structure dans un minimum d’énergie libre (AG) et garantir que les
structures intermédiaires restent au méme stade d’avancement de la réaction. En bille jaune,
la structure moyenne des trajectoires de Swarms et en vert la structure cible, projection de
la bille moyenne dans ’hyperplan.

Dans I'étape de reparamétrisation décrite par Pan et al. [111], les billes moyennes
sont reconstruites de telle sorte qu’elles soient géométriquement équidistantes les
unes par rapport aux autres. Ce déplacement artificiel pousse les structures hors
des hyperplans dans lesquelles elles ont été optimisées par POE, et par conséquent
risque de nuire a une optimisation consécutive par POE en éloignant la structure
des pivots structuraux contournant les pics d’énergie. Ainsi, en suivant la procédure
originelle on brise la continuité énergétique du chemin. Nous proposons de modifier
la reparamétrisation en projetant la bille moyenne des Swarms directement dans
I'hyperplan bissecteur (Figure II1.5) et en ajoutant une contrainte harmonique sur
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I'’hyperplan lors de I’étape de propagation. Cette mise au point méthodologique per-
met en théorie la compatibilité des chemins lors du transfert de la forme adiabatique
vers le champ d’énergie libre et la garantie du maintien des billes bien réparties tout
au long du chemin lors de la propagation des Swarms.

3.1.1 Espace conformationnel exploré

L’ensemble des conformations des chemins de transition calculés au fil des itérations
POE-SoS a été projeté sur les deux premiers modes d’'une Analyse en Composante
Principale (ACP) réalisée sur ces mémes structures (Figure II1.6). Cet ensemble
contient 925 structures résultant de 29 chemins. Les deux premiéres composantes
de ’ACP rendent compte de 63 % de la variance des données. Les deux axes ont
été redimensionnés en angstrom rms (divisé par sqrt(3N) ou N=26 395), ce qui
nous donne une indication (partielle) de 'amplitude des mouvements principaux.
Le premier mode de ’ACP correspond ici au mouvement de fermeture/ouverture
du récepteur. Le RMSD (réel, tout atome) entre la premiere et la derniére structure
du POE initiale est de 3,39 A (ligne en pointillé rouge). A la fin de 'ensemble

0.6 _I I T I T I T I T I T I T ]
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Figure 111.6 Projection ACP des structures du récepteur nicotinique pour I’ensemble
des 5 séries POE-So0S. Les chemins de transition individuels sont représentés par les
courbes en pointillé (POE) et les traits fins (SoS). L’orientation de la premiére composante
place les structures actives a gauche de la figure et les structures de repos a droite. Les
deux composantes normalisées permettent d’avoir une estimation des distances entre les
structures projetées (en angstrom).

des séries POE-SoS, cette distance passe a 4,83 A, ce qui montre une élongation

Partie lll Calcul de chemins de transition : couplage POE/SoS



du chemin de transition autorisée par la méthode des String of Swarms qui laisse
évoluer les billes extrémales de la méme maniere que les structures intermédiaires.
La seconde composante principale met en exergue une dérive des chemins dans
I'espace des conformations. Le RMSD (tout atome) entre la premiére bille du POE
de la Série S1 et le POE de la Série S5 est de 2,65 A, et de 3,01 A pour les deux
dernieres billes de POE S1 et S5. Ce mouvement de large amplitude, transverse a
I'ouverture du récepteur, montre a quel point les chemins successifs s’éloignent du
chemin initial dont les points extrémaux correspondent aux modeéles construits dans
la Partie II/p.21. Cette évolution sera étudiée dans la section suivante.

Il est intéressant d’observer la direction de diffusion des chemins Swarms succédant a
une itération POE, en particulier sur la seconde composante. A la premiére itération
(courbes rouges), les chemins SoS diffusent fortement vers le bas du graphe. Lors
des 4¢ et 5¢ séries POE-SoS (courbes en turquoise et en bleu), le déplacement des
points correspondant aux Swarms a tendance a aller dans le sens contraire, et les
String of Swarms S5 a remonter en direction du POE S4. Bien que la projection
ACP soit incompléte (elle efface une grande partie des mouvements subtils des
structures), cette observation peut suggérer que I'espace conformationnel exploré
par le couplage POE-SoS englobe ce mouvement de grande amplitude visible sur la
seconde composante de 'ACP.

Graphiquement, on peut apprécier sur la projection PCA des différences de tracés
entre les chemins POE (traits avec points) et les chemins issus des Strings of Swarms
(en traits fins). Les chemins POE sont beaucoup plus “lisses” que les chemins SoS
qui ont tendance a zigzaguer et s’entrecroiser. On observe d’ailleurs des raccourcis
topologiques imposés par POE entre les SoS S2 et POE S3 et les SoS S3 et POE
S4. Cette notion de “complexité” topologique des chemins est mesurée dans la Fi-
gure I11.7/p.suiv.. La complexité d'un chemin est mesurée comme le ratio entre sa
longueur curvilinéaire (la somme des distances RMSD entre structures consécutives)
et sa longueur transverse (distance entre les structures extrémales). Un chemin trop
complexe peut résulter de 'apparition de bruits Browniens (dynamique) ou mettre
en valeur la rugosité du potentiel (statique). Dans tous les cas, cela ne reflete pas
des mouvements indispensables a la réaction et pénalise 'analyse mécanistique de
la transition. Comme attendu, les chemins POE ont une complexité relativement
faible (<1,5). Lorsque les transitions sont thermalisées et simulées avec la méthode
des String of Swarms on observe une explosion de cette complexité. Lors des itéra-
tions successives de SoS, le bruit causé par les mouvements browniens aléatoires
s’accumule, en plus de la diffusion du chemin sur la surface d’énergie libre. A la
fin de la série S1, la derniére transition SoS a une longueur curvilinéaire de 28 JQX,
pour une longueur transverse de seulement 3,6 A. Il est intéressant de voir que
lorsque le chemin est renormalisé par POE, sa complexité est fortement réduite, et
cela pour chacune des séries. Au fil des itérations, les String of Swarms produisent
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Figure 111.7 Longueur curvilinéaire et complexité des chemins POE-SoS. La complexité
des chemins aprés solvatation et équilibration (Solv.) est donnée a titre indicatif. La com-
plexité est calculée comme le ratio entre la longueur curvilinéaire et la longueur transverse

du chemin : (ZZ—N: P RMSD(Xi; Xi41) /RMSD(Xl,XN)).

des transitions de moins en moins complexes. POE réussi a maintenir la complexité
des chemins produits. La simplification topologique des chemins successifs se voit
aussi sur le nombre de points nécessaires pour contourner les obstacles et décrire la
transition qui décroit de 36 a 28 1I1.4/p.63.

3.2 Vraisemblance des chemins

3.2.1 Profils d’énergie libre

Une estimation des profils d’énergie libre le long des chemins de transition a été
calculée a partir des derniéres itérations de chacune des séries de Swarms et est
reportée dans la Figure II1.8/p.suiv.. Ils correspondent a I'intégration thermodyna-
mique des forces moyennes exercées sur chacune des billes des chemins obtenus par
de longues dynamiques moléculaires contraintes (1 ns pour chaque conformation).
Ces profils sont donnés a titre indicatif et ne doivent pas étre considérés comme une
estimation robuste des différences d’énergie libre entre les états du récepteur. En
particulier, 'indépendance des profils au nombre d’états de la transition ou encore
I’échantillonnage suffisant lors des trajectoires n’ont pas été évalués. On notera aussi
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que le choix de I'ensemble des coordonnées cartésiennes projetées sur la normale
aux hyperplans comme variables collectives, elles-mémes non invariantes par ro-
tation et translation du systéme peut engendrer des artefacts lors du calcul des
profils [132, 168]. Cependant, plusieurs points sont a souligner. Pour 'ensemble
des séries 'amplitude des profils est tout a fait raisonnable (inférieures a 5 kcal/-
mol sans compter les structures extrémales). Ils sont continus et lisses, ce qui nous
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Figure 111.8 Potentiel de force moyenne le long des chemins réactionnels. Derniéres
itérations de Swarms.

conforte dans l'idée qu’il n’y a pas de barrieres énergétiques majeures le long des
transitions calculées. Les barres d’erreur de bouts d’intégration s’avérent diminuer
au fil des séries (o051 = 1,78, 051 = 0,96, 051 = 0,87, 051 = 0,85, 051 = 0,82). Dans
la série S4 (turquoise), il est intéressant de remarquer deux bassins énergétiquement
favorables a 20 % et 80 % de la transition. Nous verrons que les structures associées
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sont de bons candidats pour représenter les états actifs et de repos du récepteur
nicotinique.

3.2.2 Solvatation du canal

Au fil des multiples itérations de Swarms plusieurs controles ont été systématique-
ment réalisés pour surveiller la stabilité des simulations le long des transitions, par
exemple, pour contrdler I'intégrité des phospholipides dans la bicouche lipidique
(Annexe : Figure VII.6/p.198). Une autre propriété primordiale est 'ouverture du
canal. Notre adaptation des String of Swarms contraint les structures intermédiaires
a évoluer dans un hyperplan bissecteur. Il est ainsi attendu que série apres série de
POE-SoS les chemins de transition présentent une ouverture du canal similaire en
fonction de 'avancement de la transition. La Figure VII.3/p.196 donnée en annexe
montre I'évolution du nombre de molécules d’eau dans le pore du récepteur le long
du chemin de réaction et pour chacun des chemins arrivés a convergence de Swarms.
Il est clair que pour les 5 séries de Swarms, le canal passe d’un état hydraté (entre 80
et 130 molécules d’eau) a un état déshydraté (entre 10 et 20 molécules d’eau). On
observe aussi une tendance des états actifs a accueillir de plus en plus de molécules
d’eau fil des séries (élargissement du pore), alors que les états de repos restent tres
similaires a partir de 80 % de la réaction. Ceci montre l'efficacité des hyperplans
a contraindre les billes a un avancement réactionnel donné. Pour ce qui est de la
transition S4, si 'on reprend les structures supposées stables a 20 % et a 80 % de la
réaction (Figure II1.8/p.préc.), elles correspondent a des états du récepteur dont le
pore est pleinement ouvert et fermé.

La Figure II1.9/p.suiv. donne plus de détails sur la constriction du pore, spécifique-
ment pour la derniéere transition des String of Swarms de la série S4. I'image de
gauche, nous montre I'hélice transmembranaire M2 des chaines A et D, longeant le
pore et correspondant a la structure visible a 80 % de la transition, c’est-a-dire une
structure en état supposément fermé. Le pore, visible en cavité rouge, est clairement
réduit par la Leucine 9’, ce qui est en accord avec les données expérimentales de
mutagenese du récepteur nicotinique [170-172] relevant un réle crucial de ce résidu
sur la perméation du récepteur. Le diamétre du pore y est d’environ 1 A (atomes
d’hydrogenes inclus) suffisamment étroit pour bloquer des ions sodium et potassium.
Les résidus de I'hélice M2 faisant face au canal sont les mémes (a conservation de
résidus pres) que ceux identifiés dans les structures expérimentalement identifiées
de récepteurs homologues (432 [34] et GIuCIR [44]). Les profils de diameétre du
pore nous montrent que lorsque le récepteur est supposément dans des états actifs
(courbes bleues) le canal est largement ouvert sur toute sa longueur (>5 A).
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Figure 111.9 Constriction du pore observée pour la derniére itération des Swarms de
la série S4. Le volume du canal de la structure stable au repos (80 % de la réaction) est
représenté en surface rouge a gauche. La numérotation des résidus est propre a nos modeles
a7 et une numeérotation consensuelle est donnée entre parenthéses (numérotation de I'hélice
M2 de C.Miller [169]). A droite, les profils de diametre du pore en fonction de 'axe des
z, calculées avec mkgridXf, et tiennent compte du rayon de Van der Waals des atomes. Les
structures stables repos et actifs (20 % et 80 % de la réaction) sont surlignées en noire.

3.2.3 Mouvements quaternaires

Depuis la détermination expérimentale de structures de canaux ioniques en états
diverses, il est communément admis dans la littérature que deux mouvements de
grande amplitude accompagnent 'ouverture du récepteur [105, 173]. Ces mouve-
ments quaternaires correspondent a une contraction du domaine extracellulaire (ou
inversement blooming, éclosion ou extension EC lors de la fermeture) induite par la
fixation d’'un ligand agoniste dans les sites orthostériques suivi par un mouvement de
torsion (twisting) entre le domaine extracellulaire et transmembranaire. Il est inté-
ressant de noter que ces mouvements ont spontanément été observés lors de longues
simulations moléculaires : GLIC en état ouvert simulé a PH7 [50], le récepteur
Glutamate aprés délétion de la molécule agoniste ivermectine [174] et le récepteur
Glycine - GlyRa1 (travail de nos collaborateurs M.Ceccini et A.Cerdan). Nous avons
analysé I'évolution de ces deux propriétés le long des chemins de transition obtenus
par le couplage POE-SoS.

L’état d’extension du récepteur est mesuré grace au rayon de giration des carbones «
du domaine extracellulaire (définition empruntée a [142]). La Figure II1.10/p.suiv.
décrit ce rayon en angstrom, pour 'ensemble des chemins POE et des derniéres
itérations des séries de Swarms.
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Figure 111.10 Extension du domaine extracellulaire le long des modéles de transition.
Les transitions POE sont représentées en traits pleins, les dernieres itérations de SoS en
traits pointillés. Les valeurs comparatives observées dans les structures cristallographiques
de récepteurs homologues sont reportées en triangles. Les structures stables de la série S4
(20 % et 80 % de la réaction) sont pointées par des cercles pointillés noirs. Le profil d’énergie
libre pour la transition S4 est aligné avec les profils d’extension.

Pour faciliter la comparaison avec les données expérimentales connues, nous y avons
consigné les valeurs observées dans les structures cristallographiques de récepteurs
supposés étre en état actif et de repos : GLIC, GluCl et AChBP. Il est frappant de
remarquer que les structures AChBP, 3SH1 et 3SQ6, ont des valeurs d’extension du
domaine extracellulaire ainsi qu'une différence d’extension entre états actif/repos
nettement inférieure a celles des structures GluCl et GLIC (0,3 A contre 0,78 A
et 1,24 A). Le fait que le mouvement de blooming ne soit pas observé dans les
structures d’Acétylcholine Binding Protein (AChBP) est relevé et commenté dans
plusieurs publications [175-177] (bien que des exceptions notables existent [106]).
On rappellera ici que les AChBPs ont été utilisés comme templates homologues
pour la construction des modeles de départ actif et de repos du récepteur a7. A
la premiére itération de POE (trait plein rouge) la transition ne présente quune
tres faible différence d’extension ECD (0,20 A entre la derniére et la premieére
bille) et dont les valeurs sont étroitement proches de celles associées aux structures
AChBPs. Des la fin de la premiere série de Swarms (trait rouge pointillé) les valeurs
d’extension du domaine EC augmentent significativement. L’extension de début
de transition (état ouvert) se place entre les valeurs trouvées pour les structures
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GluCl et GLIC en état ouvert. La différence entre état repos/actif est alors de 0,50 A.
Au fil des séries POE-SoS cette différence d’extension ne fait qu’augmenter pour
se stabiliser autour 0,90 A, en comparaison des 0,78 A le GluCl et 1,24 A pour
GLIC. Une convergence de 'extension EC apparait clairement étre atteinte pour les
structures actives, se stabilisant autour de 30,5 A. Le profil d’énergie libre de la
série de Swarms S4 est aligné le long du chemin réactionnel du graphe d’extension.
Il est intéressant de remarquer que les structures correspondant a des bassins
énergétiques favorables dans la transition Swarms S4 (courbe turquoise pointillée)
s’alignent nettement avec les valeurs mesurées pour le récepteur GluCl (ronds
pointillés noirs et triangles bleus). I’angle de torsion entre le domaine extracellulaire
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Figure 111.11 Angle de torsion ECD-TMD le long des modéeles de transition. Les transi-
tions POE sont représentées en traits pleins, les derniéres itérations de SoS en traits pointillés.
Les valeurs comparatives observées dans les structures cristallographiques de récepteurs
homologues sont reportées en triangles. Les structures stables de la série S4 (20 % et 80 %
de la réaction) sont pointées par des cercles pointillés noirs. Le profil d’énergie libre pour la
transition S4 est aligné avec les profils de torsion ECD-TMD.

du récepteur et sa partie transmembranaire est rapporté dans la Figure III.11.
Comme précédemment, les valeurs trouvées dans les structures homologues sont
indiquées par des triangles rouges (GLIC) et bleus (GluCl). Les AChBP n’exprimant
pas de partie transmembranaire, la torsion ECD-TMD n’y est pas mesurée. De la
méme facon que la propriété d’extension ECD, les structures du chemin initial POE
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montrent une torsion 1égerement réduite par rapport aux modeles cristallographiques
homologues. Les itérations successives de séries POE-SoS accentuent ce mouvement
de torsion. Elle se stabilise entre les valeurs de GLIC actif et GluCl actif pour le
début de la transition. En fin de transition (vers les états de repos) les structures ont
d’ailleurs tendance a sur-pivoter par rapport aux angles identifiés sur GLIC/repos et
GluCl/repos. Cependant, en reprenant les structures minimisant le profil d’énergie
des Swarms S4 on retrouve des valeurs comparables : 11,91 et 17,64 contre 10,08
et 17,12 pour GluCl (actif/repos) et 12,01 et 17,50 pour GLIC (actif/repos). Pour
cette propriété de torsion, les chemins de transition successifs laissent apparaitre
une convergence : la courbe des derniers chemins SoS bascule sous la courbe de la
transition du POE précédent.

3.3 Convergence des String of Swarms

La méthode des String of Swarms comprend un ensemble de 4 étapes (diffusion des
Swarms, moyenne des Swarms, reparamétrisation et propagation) qui doivent étre
cycliquement réitérées jusqu’a la convergence des chemins produits. En d’autres
termes, les transitions glissent au fond d’une vallée d’énergie minimum et, mis a part
les mouvements browniens intrinséques a la dynamique moléculaire, les structures
ne doivent plus évoluer significativement. Pour vérifier la convergence des 5 séries
de Swarms nous nous sommes basés sur des critéres énergétiques (contraintes de
propagation) et géométrique (distance RMSD entre les structures successives).

3.3.1 Critére énergétique

Une facon d’évaluer la convergence consiste a étudier I'énergie de la contrainte de
propagation Cj,.p,. utilisée lors de 'étape de méme nom. Cette contrainte guide
la trajectoire de propagation vers la structure cible, incarnation géométrique de la
position de ’espace conformationnel vers laquelle a diffusé I'essaim de dynamique
des Swarms (et projeté sur 'hyperplan bissecteur). Elle est la somme d’une contrainte
harmonique sur la cible et de la contrainte Cyp sur 'hyperplan bissecteur. La
Figure II11.12/p.suiv. résume pour chacune des itérations de String of Swarms et
I'ensemble des structures intermédiaires, I'’énergie de la contrainte Cp,.p, entre
la structure courante et la bille cible au début (t=0 ps), au milieu (t=2 ps) et
a la fin (=4 ps) de la trajectoire de propagation. Au départ de la trajectoire de
propagation, la structure courante correspond a la bille du chemin de transition
précédent. Par construction cette structure est incluse dans 'hyperplan bissecteur.
Ainsi a t=0 on a Cyp = 0 et la contrainte C,p,. reflete a quel point la bille initiale
est éloignée de la bille cible. Les énergies de la contrainte a t=0 sont visibles dans la
Figure I11.12/p.suiv. en courbes colorées. Lors de la premiere série SoS (S1, courbe
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rouge) et a la premiére itération, la totalité des 33 structures ont une énergie tres
grande (>2 000 kcal/mol). Il faut au moins 3 itérations de SoS dans la série S1
pour que ces contraintes atteignent un plateau énergétique autour de 500 kcal/mol.
Dans les séries suivantes il ne faut qu'une seule itération pour arriver a ces valeurs
d’énergie. Dés 2 picosecondes de simulation la contrainte hyperplane atteint ce qui
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Figure 111.12 Evolution de la contrainte de propagation. Le graphe global spécifie pour
chacune des billes des chemins SoS, I’énergie de la contrainte a t=0 ps (en couleur) et
t=4 ps (en noir). L’encart en haut a droite renseigne la moyenne des énergies sur toutes les
billes d’une itération SoS a t=0 ps, t=2 ps et t=4 ps, pour la premiere (traits plein) et la
derniére (traits pointillés) itération de chaque série de Swarms (différentes couleurs).

semble étre sa valeur énergétique minimale (environ 300 kcal/mol). Ainsi, I'étape
de propagation converge rapidement vers la cible. Cette valeur résiduelle (elle
ne tombe jamais a 0, la trajectoire n’atteint jamais exactement la structure cible,
indépendamment du temps de simulation) est exemplifiée dans ’Annexe VII.4/p.197.
Elle est causée par les fluctuations aléatoires et les vitesses instantanées causées
par la thermalisation du systéme qui interdisent de ramener le systeme a un point
unique et couvrent le volume d’une petite hypersphere. Il apparait ainsi qu'un nombre
d’itérations de Swarms entre 4-5 est satisfaisant pour atteindre la convergence des

chemins a chacune des séries des Swarms.
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3.3.2 Critere géométrique

La Figure II1.13 nous donne un ordre de grandeur de I’éloignement successif des
chemins relaxés par une nouvelle itération de String of Swarms par rapport a la tran-
sition POE de la série POE-SoS correspondante. Les remarques sont ici trés similaires
a celles relevées par le critere énergétique (qui capture d’ailleurs indirectement la

méme donnée).

2 2 I I I I I I
é@l,s— _
oW L i
38 —e S]
5 I 2|
Io‘db' i o—e S3 i
oW 4
59 05| SHE
m - .
=) 0 1 1 1 1 1 1
POE 1 2 3 4 5 6

Itération de String of Swarms

Figure 111.13 Convergence géométrique des itérations de String of Swarms. Distance §
(voir Matériels et Méthodes) entre le chemin POE et chacune des itérations de String of
Swarms pour chaque série POE-SoS. Note : la trace du chemin S3 est treés proche, mais
distincte, de celle du chemin S5.

Pour les 5 séries la plus grosse partie de I'évolution géométrique des chemins
se retrouve dans la premiere itération de SoS, avec des distances a la transition
POE comprises entre 0,85 A et 1,08 A. Les transitions créées par les itérations
suivantes diffusent de maniére beaucoup plus restreinte. Entre la derniére et I'avant
derniére itération SoS les chemins n’évoluent quasiment plus par rapport au chemin
POE (différence strictement inférieure a 0,05 A pour les 5 séries). Sur ce critere
géométrique la convergence des chemins SoS apparait satisfaisante pour 'ensemble

des séries calculées.

3.4 Compatibilité¢ POE-So0S

Dans cette section nous évaluons comment les transitions issues d’'une optimisation
adiabatique (POE) arrivent a s’adapter au contexte d’énergie libre des String of

Swarms et vice-versa.
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3.4.1 Passage POE vers SoS

La premiere itération de chacune des séries de Swarms correspond a la relaxation
dans le paysage d’énergie libre de structures optimisées par POE (aprés une breve
équilibration - sous contraintes - des structures). La Figure I11.12/p.75 nous montre
une forte décroissance des énergies de contrainte de propagation entre les séries
S1 et S2 qui pourrait signifier que la transition POE/S2 est plus proche d’'une vallée
d’énergie libre que la série S1. Lors des séries suivantes, S3, S4, S5, les énergies de
contrainte de propagation a la premiere itération restent élevées (entre 500 et 2 000
kcal/mol). Il est intéressant de rappeler ici que les différentes séries de String of
Swarms se situent dans des régions différentes de I'espace conformationnel, comme
élicité par la dérive des chemins visibles dans la projection PCA (Figure I11.6/p.66).
Il y a donc un cofit non négligeable au passage d’'un chemin de POE vers les String
of Swarms, mais ce colit est amorti par la convergence somme toute rapide des
Swarms.

3.4.2 Passage SoS vers POE

Apres leur relaxation par les String of Swarms les chemins de transition sont désolva-
tés puis réinjectés a la méthode POE. POE cherche alors des raccourcis topologiques
dans la transition, les réassemble et les optimise par itérations successives de I'algo-
rithme CPR. Le Tableau III.3/p.suiv. nous montre les énergies maximales, la longueur
et le nombre de structures intermédiaires de ces chemins optimisés. La colonne “Che-
min initial” correspond a 'optimisation des chemins directement issus de l'itération
précédente, c’est a dire soit des String of Swarms, soit d'une optimisation préalable
de POE. En l'occurrence, a7m3, a7m6, a7m9 et a7m12 raffinent des transitions
sorties des séries S1, S2, S3 et S4 des String of Swarms.

L’énergie des structures les moins favorables du chemin (Ener. Max) y est ir-
réalistement grande (>1E10 kcal/mol). Pour comparaison, les chemins optimi-
sés a partir d'une transition POE ont des énergies maximales plus raisonnables
(FPmax(a7m4)=3 146, Enax(a7m7)=3 125, Fnax(a7m10)=2 933, excepté a7m13
qui a été traité spécifiquement). Deux raisons peuvent expliquer la mauvaise ap-
préciation par POE des chemins directement issus des Swarms. Premierement, les
contextes d’optimisation sont particulierement différents entre SoS et POE. En parti-
culier, lors des simulations de dynamique moléculaire thermalisées, les degrés de
liberté structuraux captent approximativement %kT chacun (approximation car le
potentiel est non harmonique). Deuxiemement, durant les multiples itérations des
String of Swarms, les structures ont évolué dans I'espace conformationnel. Or, les che-
mins de transition calculés par SoS ne garantissent pas la continuité entre les billes du
chemin (il n’y a pas de barrieres énergétiques séparant les structures intermédiaires).
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Nom Chemin initial* #Chemins Chemin sélectionné Chemin réduit

Fmax Long. alternatifs  Emax Long. #pts Epa. Long. #pts

a7ml 2961,1 6,1 89 27224 5,9 288 4500,0 5,3 36
SoS 1

a7m3 5E+15 46,0 508 33478 9,1 311 73478 8,1 35

a7m4 3145,7 4,7 930 3042,1 8,9 342 7042,1 7,7 33
SoS 2

a7mb6 2E+11 39,8 25 3432,9 9,3 290 74329 8,1 33

a7m?7 31250 9,3 533 3038,5 8,6 278 7038,5 7,6 32
SoS 3

a7m9 1E+16 42,0 3 3254,6 10,9 283 72546 5,5 35

a7ml0 2932,9 11,1 94 2789,6 10,3 290 6789,7 7,1 30
SoS 4

a7ml2 7E+22 40,3 186 2927,3 9,7 241  6927,3 7,8 33

a7ml3 8E+20 366,8 75 2340,6 8,4 215 6340,6 7,49 28
SoS 5

Tableau 111.3 Résumé des chemins analysés et optimisés par POE. Les chemins initiaux,
passés en entrée de POE, sont comparés avec les chemins alternatifs sélectionnés et raffinés
par POE. Pour comparaison, les chemins initiaux sont optimisés de la méme facon que les
chemins sélectionnés (15 itérations “Hammer Drill”). Les chemins réduits correspondent aux
chemins sélectionnés nettoyés des structures intermédiaires non indispensables pour former
un chemin de transition dont I'énergie maximale est inférieure au plateau énergétique
(Eplat.)- Les Energies Maximales (Enax) sont en kcal/mol. Les Longueurs (“Long.”) sont
données en angstrom rms. #pts est le nombre de structures intermédiaires du chemin. En
pratique, 2 itérations de POE sont intercalées entre chacune des séries de Swarms. L'énergie
maximale du chemin a7m13 est irréguliere et due a une correction ponctuelle du chemin
décrite en Matériels et Méthodes.
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Cette moins bonne continuité contrarie 'optimisation de CPR. Les chemins de transi-
tion alternatifs qui exploitent les raccourcis contournent ces barrieres énergétiques,
méme si 'utilisation des hyperplans devrait limiter cette tendance, et permet de
récupérer la transition. C’est ce que fait POE en testant et en raffinant un ensemble de
chemins alternatifs qui empruntent un ou plusieurs raccourcis topologiques (colonne
“# Chemins alternatifs”). Pour 'ensemble de ces cas pathologiques, POE trouve
(colonne “Chemin sélectionné”) un chemin de transition dont I’énergie maximale
est inférieure a 3 500 kcal/mol, et dont la longueur curvilinéaire est beaucoup plus
courte que le chemin initial. POE s’adapte de facon efficace aux chemins de transition
trouvés par les String of Swarms grace a la présence de la recherche de raccourcis.
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q Discussion

4.1 Couplage POE-So0S

Ce travail a révélé 'émergence de deux mouvements quaternaires distincts lors de
la modélisation du mécanisme d’activation/désactivation du récepteur nicotinique
de sous-unités a7 : I'apparition spontanée au fil des transitions d’une extension du
domaine extracellulaire accompagné de I'accentuation d'un mouvement de torsion
entre les domaines extracellulaire et transmembranaire, en accord avec les structures
connues de récepteurs homologues. Plusieurs éléments nous indiquent qu'un tel
résultat n’aurait pas été observé a partir des données structurales de départ sans
un couplage des deux méthodes Path Optimization and Exploration et String of
Swarms. Les String of Swarms convergent pour chacune des itérations POE-SoS
comme décrit dans la Section 3.3/p.74 et se bloquent, probablement, dans des
minima énergétiques du paysage d’énergie libre. Un plus grand nombre d’itérations
dans la premiére série SoS ne garantirait donc pas une exploration suffisante de
I'espace conformationnel permettant d’atteindre les transitions plus “vraisemblables”
(Section 3.2/p.68) des derniers cycles POE-SoS. La méthode POE s’est ici montrée
pertinente pour régulariser les transitions hautement complexifiées par le bruit
conformationnel généré lors des dynamiques moléculaires des String of Swarms
(Figure II1.7/p.68). De facon incidente, la recherche et l'insertion de raccourcis
topologiques dans les transitions POE permettent aux String of Swarms d’explorer de
nouvelles régions de I'espace des conformations (Figure I11.6/p.66).

4.2 Convergence du couplage

Au-dela de la complémentarité des deux méthodes, la question de la convergence
des chemins itérativement construits par le couplage POE-SoS reste difficile a établir.
Idéalement, une convergence claire aurait été démontrée si la transition POE de la
série S5 se confondait avec celle de la série précédente S4. Certains éléments sont
cependant en faveur d’'un accord entre les derniéres séries. Selon la projection ACP
(Figure I11.6/p.66), les trajectoires de Swarms de I'itération S5 ont tendance a diffuser
vers des conformations déja explorées par la transition POE de l'itération S4. De plus
les structures extrémales, dont la divergence est forte en début de cycles POE-SoS
apparaissent converger autour des deux premiers modes de la PCA : (-1; -0,5) pour
les états canal ouvert et (1,7; -0,4) pour les états canal fermé. Nous remarquerons
tout de méme que la projection ACP ne résume que les mouvements principaux
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des transitions. En termes de distance ¢ entre chemins, le dernier chemin SoS de la
série S5 est plus éloigné du POE-S4 (6 = 1,6 R) que le dernier SoS-S4 (6 = 1,2 A)
et le POE-S5 (5 = 1,3 A). Les chemins POE et SoS se stabilisent pour la propriété
d’extension (Figure I11.10/p.72) dans leur état canal ouvert, et sur 'ensemble de la
transition pour la propriété de torsion ECD/TMD (Figure I11.11/p.73) pour laquelle
les Swarms S5 diffusent vers des structures aux valeurs inférieures a celles trouvées
dans la transition POE-S5 et plus proches de celles du POE-S4 (courbes bleues et
turquoises).

4.2.1 Temps de simulation des trajectoires de Swarms et de
propagation

Il est intéressant d’observer que les String of Swarms convergent significativement
plus rapidement que les implémentations décrites dans la littérature. La convergence
des chemins est atteinte en 4 a 6 itérations alors qu’'une centaine est requise pour
la transition du domaine allostérique NtrC" [111] et la Kinase Src [110], et pres
de 400 pour le récepteur GLIC [142]. Ce travail nous a permis d’expérimenter
des trajectoires de Swarms non contraintes plus longues (20 ps par trajectoire),
et des temps de propagation plus courts (4 ps) que ce qui est habituellement
réalisé. Pour comparaison, 'implémentation originale de Pan et al. [111] génere
des dynamiques de 500fs pour les trajectoires de Swarms et de 125 ps pour la
propagation. Des données expérimentales montrent que les temps de relaxation de
protéines globulaires en solution sont de l'ordre de ~ 4,5 ps [178]. Cela suggere
qu'une durée de simulation plus longue est préférable pour que les Swarms diffusent
convenablement. L’analyse de ces simulations, montrée dans ’Annexe VII.5/p.198,
nous a orientés sur un choix de 20 ps, satisfaisant pour atteindre une stabilité
énergétique moyenne des trajectoires. Concernant I’étape de propagation, I’analyse
géométrique de I'espace des conformations visitées (Figure VII.4/p.197) nous indique
qu'une dynamique contrainte de 4 ps est suffisante pour arriver au plus pres de la
structure cible.

4.3 Choix de la transition représentative de
I'activation du récepteur

Plusieurs arguments nous font privilégier la derniére itération de la 4¢ série de String
of Swarms pour modéliser le mécanisme d’activation/désactivation du récepteur
nicotinique. Le profil d’énergie libre de la série S4, bien que probablement approxi-
matif, affiche deux états stables, séparés par une barriére énergétique raisonnable
d’environ 2,5 kcal/mol. Le pore de ces deux états est convenablement solvaté/désol-
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vaté et présente un diametre d’ouverture compatible avec le passage (ou non) de
cations. Leur structure quaternaire est aussi tres proche de celle observée chez des
récepteurs homologues (GluCl, GLIC). 1l est difficile d’apporter plus de précisions
quant au mécanisme d’activation du récepteur nicotinique de sous-unité a7 a partir
de cette transition. En particulier, I'utilisation de structures issues d’'une modélisation
comparative pour initialiser la transition fait obstacle a I'analyse du récepteur au
niveau atomique. Il est par exemple tres compliqué d’évaluer si une interaction ato-
mique non présente dans les structures homologues est un phénomene spécifique au
mécanisme du récepteur a7 ou un artefact de modélisation/simulation. A I'inverse,
un motif atomique en correspondance avec I'un des récepteurs templates est tres
probablement directement hérité de la modélisation comparative. La pertinence
a 'échelle atomique des modeles de la transition S4 sera sondée dans la partie
suivante, avec pour objectif de tester la propension du récepteur a s’apparier avec de
petites molécules connues pour moduler sa fonction.
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Conclusions et perspectives

Le couplage entre 'approche Path Optimization and Exploration (POE) et la mé-
thode des String of Swarms (SoS) a permis de construire un modeéle d’activation
du récepteur nicotinique o7 dont les propriétés dynamiques (blooming, twisting,
diametre et constriction du pore) sont similaires a celles observées dans les structures
expérimentales de récepteurs homologues. La difficulté principale s’est trouvée dans
la régularisation de modeles initiaux imparfaits. L’alternance d’itérations POE et SoS
a rendu possible I'exploration d’'un espace conformationnel large et la relaxation des
chemins de transition vers des états plus vraisemblables. Malgré la haute dimensio-
nalité de la protéine et les bruits browniens aléatoires qui agitent les simulations,
la méthode POE a su étre efficace pour nettoyer les trajectoires issues des String of
Swarms. La simplicité des dynamiques est une caractéristique qui simplifie le suivi
dynamique des cavités dans les trajectoires de protéines, comme nous le verrons
dans la Partie IV/p.85.

La robustesse du couplage a pu étre testée sur un systéme de trés grande taille
(>200 000 atomes). Bien que les temps de calculs restent encore conséquents,
I'automatisation des procédures et la parallélisation des calculs rendent le couplage
raisonnable. Un paquet comprenant I’ensemble des scripts utilisés pour réaliser les
différents cycles de POE et des SoS sera mis a la disposition de la communauté.

Le chemin de transition de la derniere itération des String of Swarms de la série S4
sera briévement utilisé au sein de la Partie IV/p.85 dans laquelle nous appliquerons
des méthodes d’identification dynamique de sites de protéines pour cartographier
de potentiels sites effecteurs du récepteur nicotinique. Dans la Partie V/p.131 la
méme transition sera le support pour 'amarrage moléculaire différentiel de petites
molécules sur 'ensemble des sites et conformations du récepteur.

Les méthodes développées seraient facilement transposables a des récepteurs nicoti-
niques de sous-unités différentes, voire a des récepteurs homologues. Du fait de la
diversité des états structuraux des récepteurs canaux, il serait intéressant d’étudier
des transitions collatérales, par exemple le mécanisme de désensibilisation, a partir
de structures cristallographiques de GLIC, en état actif (A), de repos (R) et désen-
sibilisé (D). La combinatoire des chemins de transition (A-R, A-D, D-R) pourrait
laisser transparaitre des intersections topologiques ainsi que des états intermédiaires
connus (p.ex. localement fermé [46]) ou encore inconnus.
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Suivi des cavités dans les trajectoires de
protéines et detection de sites

Dans de nombreux cas, les protéines expriment leur fonction grace au
mouvement concerté de leurs atomes. Qu'’il soit subtil ou de grande am-
plitude, ce déplacement stérique des atomes a un impact sur les “espaces
libres”, ou cavités, autour et a I'intérieur de la protéine, potentiels sites
de liaison pour de petites molécules. Nous proposons dans cette partie
une méthode de suivi des cavités et de détection de sites dans le contexte
dynamique des trajectoires de protéines (p.ex. dynamique moléculaire,
chemins de transition, etc.). La méthode, sa mise au point et son implé-
mentation, mkgridXf, sont décrites. Pour valider I'approche, un ensemble
de 15 sites choisis sur 4 protéines types ont servi de données de réfé-
rence : la myoglobine du cachalot, le dimere de la protéine d’enveloppe
du virus de la dengue, le facteur cedématogene de la toxine de 'anthrax
(EF) et la tyrosine kinase Abl (abl1). Etudiés en dynamique moléculaire,
ces sites se sont montrés particulierement mobiles et changeants. Malgré
cela, notre algorithme s’est montré robuste pour suivre et caractériser
leur évolution au cours de la trajectoire. Finalement, mkgridXf a été
utilisé pour cartographier 'ensemble des sites de la transition d’activa-
tion du récepteur nicotinique, rendant possible 'analyse des mécanismes
allostériques décrite dans la partie V/p.131.
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Introduction

La fonction d’une protéine est étroitement liée aux interactions qu’elle peut former
avec ses substrats et/ou partenaires [179]. Sa conformation, c’est-a-dire I'arrange-
ment spatial de ses atomes, est essentielle pour établir ces interactions. Les cavités,
espaces accessibles au solvant entre les atomes de la protéine, forment une interface
privilégiée entre le milieu extérieur et les résidus de la protéine. L’explosion du
nombre de structures expérimentales, parfois co-cristallisées avec leur substrat, a
rapidement laissé transparaitre I'ubiquité des cavités dans les conformations de
protéines. Les formes des sites de liaison sont diverses (globulaires, ramifiées, petites,
volumineuses) et réparties sur I’ensemble du volume des protéines (parfois enfouis,
ou en surfaces) [180, 181]. La forme et la taille des cavités influencent la sélectivité
et la spécificité des ligands pour leur cible [182] et sont maintenant des descripteurs
communément utilisés lors de la recherche et 'optimisation in silico de nouvelles
molécules effectrices [150, 182-185].

Parallelement, I'identification des sites fonctionnels est cruciale pour comprendre
les mécanismes d’action de la protéine cible, évaluer les interactions moléculaires
possibles et trouver de nouvelles stratégies de modulation [186, 187]. De tels sites
sont classiquement divisés en deux catégories : orthostérique ou allostérique. Le site
orthostérique, ou site primaire, correspond a la région de la protéine dans laquelle se
lient un ou plusieurs ligands endogénes. Par exemple, le site catalytique des enzymes.
Ces lieux privilégiés d’interaction sont relativement bien caractérisés par la forme
de leur cavité (souvent parmi les plus volumineuses [180]), leur empreinte sur la
séquence (conservation des résidus impliqués) et la signature des groupes de résidus
nécessaires a la reconnaissance ou a la catalyse de ligand [188-190]. A Tinverse, les
sites allostériques, se trouvent a des endroits différents du site actif et la fixation
d’un ligand, souvent par le biais d'un changement conformationnel, altere la fonc-
tion [191-193]. Les avantages de ces sites modulateurs sont multiples. Une pression
évolutive plus faible rend l'interface de ces sites plus diverse que les sites actifs [194],
ce qui facilite le dessin de molécules spécifiques et limite les effets de bords sur
d’autres protéines de 'organisme [195-197]. Certains modulateurs allostériques ne
modifient pas la concentration du ligand endogene, ce qui peut limiter les risques de
toxicité par surstimulation. Cependant la recherche de sites allostériques ne peut
s’appuyer sur les méthodes utilisées pour les sites orthostériques [198] et représente
un domaine d’actives recherches [199, 200].

A cause des mouvements browniens et/ou des libérations transitoires d’énergie, la
conformation de la protéine fluctue et évolue au cours du temps. Ces évolutions sont
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essentielles pour la fonction. Les enzymes réalisent la catalyse de substrats grace a des
changements subtils dans leurs modes de vibration [201, 202] et des déplacements
de résidus sont souvent observés dans les sites actifs [203]. Des mouvements de
“respiration” facilitent la pénétration de 'oxygéne dans les globines (myoglobine,
hémoglobine...) [9, 204-210]. D’autres protéines expriment leur fonction au travers
de larges changements conformationnels, pour lesquels des domaines entiers peuvent
se déplacer les uns par rapport aux autres (protéine d’enveloppe de la dengue [211],
Facteur CEdémateux de 'anthrax [150, 212] et beaucoup d’autres [213]).

Une publication récente au laboratoire [9] a montré le lien direct entre les mouve-
ments fonctionnels des protéines et 'évolution associée des cavités. Dans ce cas, il est
pertinent de pouvoir évaluer I'impact d’'un changement conformationnel sur un site
en particulier (changement du volume de la cavité, modification des interactions).
Pour cela, une délimitation précise du site est nécessaire pour mesurer la corréla-
tion entre la géométrie de la cavité et la transconformation au cours des différents
états fonctionnels. L’analyse dynamique des cavités peut aussi dévoiler des cavités
transitoires, absentes des structures cristallographiques, mais qui peuvent se révéler
importante pour la fonction de la protéine [214]. La géométrie des cavités a un
impact crucial sur la liaison des ligands [180, 215, 216] et les techniques d’amarrage
moléculaire et criblages virtuelles sur des conformations multiples de récepteurs
sont activement développées pour améliorer les résultats [217-219].

Les approches computationnelles de détection de sites et de calcul de cavités ont
longtemps été restreintes a 'analyse de systémes statiques (structures X-ray, Cryo-
EM, RMN...). La démocratisation des méthodes de simulation moléculaire facilite
I'acquisition de longues trajectoires de conformations vraisemblables de protéines.
Cependant, a cause de sa difficulté intrinseéque liée a ses ambiguités, 'analyse dyna-
mique des cavités est le plus souvent réalisée sur quelques structures, ou appliquée a
des locus prédéfinis (voir [220, 221] pour une revue récente des outils de détection
de cavités). Par conséquent, des méthodes cohérentes, avec une applicabilité large,
sont nécessaires.

1.1 Nature ambigué de la définition de sites

Il y a une ambiguité intrinseque a la définition d’un site. Les sites sont classiquement
définis par la poche entourant un ligand. Cependant beaucoup d’exemples existent
de sites pouvant lier des molécules de tailles et de formes diverses dans un méme
site [222], ce qui rend difficile la définition de la poche. Cette difficulté est d’autant
plus fondamentale lorsque aucun ligand n’est connu ou que la structure du complexe
ligand/protéine n’est pas déterminée [223-225].
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Figure V.1 Difficultés d’attribution d’une définition consensus pour un site.. a. Appa-
rition ou disparition d’'une cavité lorsque sa géométrie atteint un seuil, par exemple, un
volume minimum ou le solvant extérieur (bulk solvant). b. Fusion ou division de cavités
induite par le mouvement subtil d’'un acide aminé. c¢. Domaine de définition des cavités. Les
cavités apparaissent labiles et omniprésentes dans les dynamiques de protéines.

De plus, les sites, en particulier allostériques ou cryptiques ont une nature intrin-
sequement dynamique. Dans les systémes dynamiques, les conformations peuvent
largement varier, et I'identification des sites de liaisons devient encore plus intriquée
et ambigué a cause de phénomenes d’apparition et disparition (Figure IV.1 - a.), de
fusion et de division (Figure IV.1 - b.). De larges transconformations de la protéine
peuvent aussi faire apparaitre de nouvelles cavités ou en découper d’autres.

La grande mobilité des cavités crée de nouvelles difficultés. Elles peuvent appa-
raitre presque partout dans le volume de la protéine au cours de 1’évolution de la
dynamique moléculaire (Figure IV.1 c.). A cause des mouvements de la protéine,
I'identification va probablement échouer si elle n’est basée que sur un chevauchement
des cavités d’'une conformation a une autre [226].
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Par conséquent, les larges changements de conformation apparaissent étre une
source évidente d’échecs, indépendamment des descripteurs utilisés pour représenter
la géométrie des cavités, cubes, spheres, cylindres ou autre.

Le nombre total de cavités observées au cours de longues trajectoires peut étre
grand, plusieurs millions, bien au-dela de ce qui est manuellement analysable. Cela
obscurcit le processus d’identification des cavités ou des sites, et suivre une cavité au
travers de multiples conformations devient un vrai défi.

1.2 Identification des sites dans les trajectoires

Pour surmonter le manque de référence spatiale globale, défavorisant les approches
basées sur la localisation géométrique des cavités, nous avons considéré les groupes
de la protéine délimitant les sites : la poche.

Cela atténue la nécessité d’aligner spatialement les structures, et permet de traiter
des cibles présentant de larges mouvements conformationnels. Néanmoins, 'environ-
nement des cavités apparait étre d’'une grande variabilité au cours des simulations
de dynamique moléculaire de protéines, et I'identification d’une cavité ou d’un site
requiert une classification appropriée des poches délimitant les cavités.

1.3 Identification cohérente des cavités : approche
et objectifs

Nous proposons une approche pour identifier de facon robuste les sites présents dans
les trajectoires de protéines, en partitionnant les cavités selon les “poches” qui les
entourent. Chaque groupe de cavités définit par construction une poche transverse
consensus. L’assemblage de ce dernier avec les cavités transverses associées forme
un site.

La nature complexe de la définition d’un site requiert I'évaluation de la pertinence
de la méthode et I'identification des options et parameétres les plus appropriés.

Par conséquent, nous avons systématiquement mis a '’épreuve les différentes défini-
tions, méthodes et parametres utilisés. Pour surmonter 'ambiguité et la subjectivité
du suivi des cavités, nous avons sélectionné un ensemble de 15 sites références
précédemment décrits dans la littérature pour éprouver notre méthode.
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Un ensemble consensus de parametres s’est trouvé applicable a la plupart des sys-
temes testés. D’autres combinaisons de parametres, avec des performances similaires
sont aussi documentées et listées.
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Matériels et Méthodes

2.1 Méthodes de conception

2.1.1 Définitions

Cavité Instantanée Partie connexe (un seul morceau) du volume accessible au
solvant situé entre les atomes d’'une conformation de protéine. Une cavité instantanée
peut-étre enfouie ou a la surface de la protéine.

Poche et empreinte de poche La poche correspond a la liste de groupes d’atomes de
la protéine entourant une cavité instantanée. Ces groupes peuvent étre des résidus,
les atomes individuels ou d’autres groupements d’atomes. L’empreinte d’'une poche
est un descripteur numérique de la cavité instantanée, un vecteur (de la dimension
du nombre de groupes dans la protéine) indiquant la proximité (booléenne ou réelle)
de chaque groupe a la cavité instantanée.

Poche Transverse Ensemble de poches qui partagent des empreintes semblables
dans des conformations différentes (ou identiques) de la trajectoire.

Empreinte Moyenne et Poche Consensus L’empreinte moyenne est la moyenne nu-
mérique des empreintes associées a une méme poche transverse. La poche consensus
correspond alors a la liste de groupes d’atomes les plus représentés dans 'empreinte
moyenne.

Cavité transverse Ensemble de cavités définies associées aux poches d'une méme
poche transverse.

Site Un site est une région de la protéine ol une cavité instantanée est observée de
facon réguliere au cours de la trajectoire moléculaire. Un site est pleinement défini
par une poche transverse et sa cavité transverse associées.

2.1.2 Suivi des cavités : schéma et méthodes de calcul

L’enchainement des différentes étapes établies pour le suivi des cavités et la définition
des sites est exposé dans la Figure IV.2/p.suiv..
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Dynamique de protéine
v

Détection de cavités

Cavités instantanées
v |

Définitions de poches

Empreintes de poches

A 4

Regroupement des poches

Poches transverses
Poches consensus

A 4
Réattributions / découpages

Cavités transverses

v

= Sites

Figure 1V.2 Etapes du suivi des cavités pour la détection de sites. Les routines sont
représentées dans des boites, les données en italiques.

Une trajectoire moléculaire est utilisée en entrée de la procédure. L'implémentation
ici proposée est optimisée pour calculer les cavités de protéines représentées par
les coordonnées cartésiennes de leurs atomes. Cependant, la procédure est tout
aussi applicable a des représentations moléculaires a plus gros grains (p.ex. format
MARTINI), ou a des macromolécules diverses (p.ex. lipides, ADN, nanostructures,
etc.). La trajectoire doit préalablement étre désolvatée puis éventuellement alignée
pour faciliter 'analyse et la visualisation des cavités transverses.

L’algorithme calcule les cavités instantanées sur 'ensemble des conformations de la
trajectoire ainsi que 'empreinte de leur poche. Si elles sont en trop grand nombre,
les empreintes peuvent étre échantillonnées dans un sous-ensemble de conforma-
tions. Les poches sont ensuite partitionnées en différents groupes par similarité
de leurs empreintes. Ces groupes forment des poches transverses, pour lesquelles
une empreinte moyenne est ensuite utilisée pour réassigner les cavités instantanées
de départ a une (ou plusieurs, si découpage) cavités transverses. Cet algorithme
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réalise ainsi '’énumération exhaustive de I'ensemble des cavités de la trajectoire pour
identifier les sites le long de la trajectoire.

Détection des cavités instantanées Dans I'implémentation présentée conjointe-
ment avec ce travail nous utilisons un outil de calcul développé au laboratoire
représentant les cavités par des points de grilles (voxels). Cependant, n’importe quel
outil de calcul de cavité peut en théorie étre associé a ce protocole pour peu : (1) qu’il
fournisse une représentation spatiale de la cavité a méme d’identifier sans ambiguité
la poche I'entourant et (2) que les cavités instantanées d'une méme conformation de
protéine soient individuellement identifiées.

Définition de poches : calcul des empreintes La proximité des groupes d’atomes
délimitant une cavité instantanée, sa poche, est décrite par un vecteur, appelé
“empreinte”. 3 définitions pour les groupes d’atomes ont été envisagées et testées :
atomes (byatom), résidus (byres), ou B.S. (Backbone-Sidechain, 2 groupes par
résidu). La taille du vecteur d’empreinte est identique au nombre de groupes dans la
protéine.

Les définitions données ci-dessous sont spécifiques a une représentation des cavi-
tés instantanées sous forme d’ensembles de points de grilles. Une représentation
différente demanderait une reformulation de ces concepts.

Soit ¢ une cavité instantanée composée de voxels v ; G 'ensemble des groupes g de
la protéine et composé des atomes a. La distance entre c et g est donnée par :

4(e,9) _anemc adé ) — rad(a)),

ou d(v,a) est la distance euclidienne entre v et a, et rad(a) le rayon de Van der Waals
de I'atome a.

3 définitions d’empreintes, fp (de 'anglais footprint), sont ici considérées :

- Réelle, veal, o ) O—0d(cg) if 6(c,g) <o
pg (C) - .
0 otherwise,

ot le seuil, o, est de 5 A.

- Booléenne,

fog?(c) = (8(c.g) < )
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- Booléenne locale,
ol () = (8 (c.g9) < o)

ol o’ est 4 3 A et ¢ la distance locale :

§'(c,g) = min (+00,d(v,a) — rad(a)),
veca€{a,}Nyg
avec a,, 'atome le plus proche du voxel v (avec prise en compte du rayon de Van der
Waals). En d’autres termes, 'empreinte booléenne locale correspond a I'ensemble
des groupes d’atomes de la protéine plus proche d’au moins un voxel de la cavité
que tous les autres groupes. En cela, elle représente la définition la plus minimale et
essentielle de la poche délimitant la cavité.

Plusieurs remarques sont a noter concernant ces définitions : D’une part, les groupes
trop “éloignés” (distance supérieure au seuil o) ne sont pas pris en compte. Ceci a
pour but d’éviter qu'un mouvement conformationnel distant (par exemple le mouve-
ment d’'un domaine a 'autre extrémité de la protéine) n’influe sur I'attribution de
I'empreinte. D’autre part, les empreintes sont invariantes par rotation et translation
de la protéine (a erreurs d’arrondis pres dans le calcul des voxels).

Distance entre empreintes Selon la nature de 'empreinte, la distance entre deux
empreintes a et b est calculée avec différentes métriques.

- Distance Euclidienne, pour empreintes Réelles :
d(ab) =[la=0b] =y/(a—0b)?

- Distance Cosine, pour empreintes Réelles :

a-b

4% (ab) =1 — 27
(@b) =1 = e

- Distance de Jaccard, pour empreintes Booléennes

_landl
la Ub|’

d7(a,b) = 1

et notée d/*~!o¢ Jorsqu’elle est appliquée sur des empreintes booléennes locales.
Partitionnement des empreintes Différentes méthodes ont été implémentées et éva-
luées : les méthodes de regroupement hiérarchique avec liens maximum (Complete

linkage) ou moyen (UPGMA), ainsi que les algorithmes de partitionnement Spectral,
DBSCAN et MeanShift.
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Ces méthodes ont été choisies parce qu’elles autorisent une modulation directe du
nombre de groupes calculés en ajustant un unique parametre d’entrée (par exemple
le seuil de coupe dans I'arbre de partitionnement hiérarchique). Ce parameétre est
compris entre 0 et 1 lorsque les distances Cosine et Jaccard sont utilisées pour
comparer les empreintes. Il est Réel pour la distance euclidienne.

Empreinte moyenne / Poche consensus Pour chacun des groupes d’empreintes (ap-
partenant a la méme poche transverse), une empreinte moyenne peut-étre calculée.
Soit L 'ensemble des empreintes associées a un label donné.

1

Emean(L) = 7 Zl

#L

leL

La poche consensus correspond a I'ensemble des groupes dont la valeur de 'em-
preinte moyenne est supérieure a un certain seuil. Cette définition peut par exemple
servir a caractériser un site de la protéine sous la forme de ses résidus pour réaliser

un amarrage moléculaire dans des conformations multiples de la méme poche.

Réattribution/découpage des cavités Lors de I'étape de réattribution, les empreintes
de I'ensemble des cavités instantanées sont comparées et reclassées selon la plus
proche empreinte moyenne calculée apres partitionnement. Cette étape permet en
particulier de reclasser les empreintes des cavités instantanées qui n’ont pas été
échantillonnées lors du partitionnement.

Un niveau plus fin de réattribution des cavités est établi lorsqu'un découpage des ca-
vités instantanées est nécessaire. Dans ce cas, une empreinte spécifique est attribuée
a chaque voxel de la cavité instantanée. Le voxel prend ensuite I'identifiant de I'em-
preinte consensus la plus proche. Ce réassignement des voxels permet le découpage
des cavités instantanées dans une ou plusieurs cavités transverses, et maintient une
définition cohérente des sites lorsqu'une ou plusieurs cavités fusionnent au cours de
la dynamique.

2.1.3 Implémentation pratique

Deux implémentations de 'approche de suivi des cavités ont été codées pour per-
mettre la réalisation de ce travail. Une premiere version sous forme d’un module
Python, appelé PyCAV, a été développée par Nathan Desdouits, doctorant au labo-
ratoire pendant mes deux premieres années de these. PyCAV a permis de réaliser
I'ensemble des conditions de suivi de cavités testées et analysées dans ce manuscrit.
C’est aussi un outil puissant de manipulation et d’analyse de la géométrie (Analyse
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en Composantes Principales sur les cavités) et des trajectoires de cavités [9, 227]. Jai
pris part au développement de cet outil pendant et apres son départ du laboratoire.

Un autre outil développé au laboratoire, mkgridXf, était historiquement dédié a
la détection des cavités dans les dynamiques de protéine. En début de these, jai
commencé a porter ce programme en langage C avec l'objectif de pouvoir le faire
interagir avec le module python PyCAV. Puis, faisant face a des limitations de PyCAV
quant au suivi des cavités sur le récepteur nicotinique (temps de calculs trop long et
empreinte mémoire trop lourde), j’ai progressivement ajouté la fonctionnalité du
partitionnement des cavités dans mkgridXf. A I'inverse de PyCAV, mkgridXf implé-
mente seulement les options qui ont été reconnues (dans ce travail) comme efficaces
sur un ensemble de cibles de référence et la possibilité de réassigner les cavités au
niveau des voxels pour le découpage des cavités instantanées ambigués.

Sortie des programmes Toutes les structures de données calculées par PyCAV
peuvent étre exportées sous forme d’un format binaire facilitant la réimportation
des données pour analyses complémentaires. Le logiciel mkgridXf peut exporter
les cavités dans un format structuré contenant les points de grille de chacune des
cavités instantanées pour chacune des conformations de la trajectoire, ainsi que
l'identifiant de cavité transverse associé si I'identification des sites a été demandée.
Le cas échéant 'empreinte moyenne de chacun des sites est aussi donnée. Les fichiers
binaires produits par mkgridXf peuvent étre lus par un programme complémentaire,
mkread, et par un plugin VMD pour la visualisation directe des trajectoires de

cavités.

2.1.4 Evaluation du suivi des cavités et de la détection de
sites

Pour surmonter 'ambiguité fondamentale de la définition d’un site, particulierement
dans un contexte dynamique, nous avons sélectionné un ensemble de “cavités de
références” pour éprouver les différentes combinaisons d’options de partitionnement
possibles et calibrer la méthode.

Ce choix s’est porté sur des protéines de tailles différentes, dont les dynamiques sont
variées et pour lesquelles des sites de liaison effecteurs sont connus et documentés

dans la littérature (la myoglobine, la protéine E du virus de la dengue, la toxin EF
de l'anthrax et abll).

2.2 Matériels et Méthodes

Partie IV Suivi des cavités dans les trajectoires de protéines et détection de sites



2.2.1 Dynamiques Moléculaires

4 trajectoires de dynamique moléculaire, une pour chaque systéme étudié. La trajec-
toire de la myoglobine est extraite d’une trajectoire de 120 ns (T=300 K et solvant
explicite) précédemment publiée [9] et initialisée a partir du test case CHARMM
“mbco4958” dérivée de la publication [204]. L’histidine proximale n° 93 y est liée a
I’'Heme et le CO laissé libre. La trajectoire de I'abl1 tyrosine-kinase (structure initiale
de code PDB 2HZI [228]) provient d’'une dynamique moléculaire de 200 ns en
solvant explicite précédée de 2 ns de prééquilibration (6 395 H20, 18 CI—, 27 Na™,
boite de taille 76x52x62 A3, T = 298K avec une constante de couplage de Langevin
de 1 ps~!). La protéine d’enveloppe E du virus de la dengue (PDB 10KE [229]), a été
soumise a 10 ns de dynamique moléculaire, en solvant explicite (39 852 H20 dans
une boite de 180x90x85 A3) 4 300 K avec une constante de couplage & 1 ps~—'. 1 000
conformations ont uniformément été sélectionnées pour chacune des 3 trajectoires
précédemment décrites. Dans le cas de la trajectoire de la toxine d’anthrax (EF), deux
dynamiques issues de travaux antérieurs [6, 109] ont été utilisées : la premiere de la
forme apo/inactive (PDB : 1K8T [230]) et la seconde a partir de la conformation
active en complexe avec la calmoduline et 2 ions Ca?* (PDB : 1K93 [230]). Ces deux
trajectoires ont été désolvatées (dont suppression de la calmoduline), orientées et
1 000 conformations ont été uniformément sélectionnées et concaténées résultant
en une trajectoire de 2 000 conformations.

2.2.2 Détection des cavités instantanées

La détection des cavités a été effectuée avec le programme mkgridXf. Celui-ci utilise
la Surface Moléculaire pour délimiter les cavités, comme initialement introduit par
Richards in 1971 [231], et implémenté en 1983 par Connolly [232].

Le calcul est réalisé sur une grille orthogonale tridimensionnelle, avec un espacement
unitaire grd (0,5 A par défaut). Une petite sonde sphérique (rayon rin = 1,4 A)
est itérativement déplacée sur la grille et son centre est ajouté au volume interne,
Vin, si aucun atome de la protéine ne la chevauche. Les rayons de Van der Waals
sont soit récupérés de Bondi et al. [233] (choix par défaut quand les hydrogeénes
sont spécifiés) ou du fichier de topologie du champ de force CHARMM19 (lorsque
les hydrogenes ne sont pas spécifiés). Une procédure identique est réalisée avec
une sphere plus large (rou = 8 A) pour définir le volume V,,; accessible au solvant
extérieur (“bulk solvent”). Le volume V., longe la surface accessible au centre de
la sphére et non la surface moléculaire. Pour arriver a un tel résultat les points de
cavités sont étendus de rou + srou = 8+3.3 A par dilatation morphologique des
points de grille sélectionnés (troncation de la carte de distance - Distance Transform).
Le parameétre srou sert a garantir un enfouissement suffisant des cavités en “érodant”
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les cavités de surface. Un point de grille est alors considéré comme un voxel de
cavité s’il se trouve dans le volume V,;,,, mais pas dans V,.,,,. Les points de cavité sont
ensuite regroupés en cavités instantanées en utilisant I'algorithme “En deux passes”
de Shapiro et al. [234] permettant d’identifier les différentes régions connexes d’'une
grille de points (connexités avec les 26 cases voisines). Finalement, le volume des
cavités instantanées restantes est dilaté de rin = 1,4 A, de la méme maniére que
le volume V,.,, précédemment. Le fait de décaler cette étape de dilatation apres
I'attribution des identifiants de cavités instantanées permet de définir des cavités
instantanées qui se touchent mais qui ont un identifiant différent du fait qu'une
petite sphére de 1,4 A ne peut pas passer continiiment de P'une  I’autre.

Le volume d’une cavité instantanée est calculé comme la somme des volumes de ses
voxels constitutifs (cubes unitaires de grd3 = 0,125 A3).

Le volume de I'enveloppe de la protéine est défini comme le complément du volume
accessible au solvant. Le domaine de définition des cavités ou de I'enveloppe de la
protéine est 'union des points de grilles de cavités sur toutes les conformations de la
trajectoire. Le domaine de définition est calculé sur les trajectoires alignées.

2.2.3 Classification des cavités

Par chevauchement spatial

Une approche intuitive pour regrouper des cavités est de regarder si elles se che-
vauchent dans des conformations différentes de la protéine. Les trajectoires sont
préalablement alignées sur la premiere conformation de la trajectoire et les cavités
détectées avec mkgridXf. Nous pouvons définir un graphe dont chaque noeud est
associé a une cavité instantanée. Deux nceuds sont alors reliés par une aréte si
I'intersection spatiale de leurs cavités instantanées respectives a un volume supérieur
4 12 A3. Pour le graphe séquentiel, seuls les liens entre conformations consécutives
de la trajectoire sont considérés. A I'inverse, le graphe complet considére ensemble
des pairs de conformations possible. Les composantes connexes de ces deux graphes
définissent les cavités transverses. Les cavités orphelines sont des nceuds sans liens
vers d’autres noeuds. En orientant le graphe séquentiel (une aréte est considérée
comme un arc entre les conformations n et n 4+ 1) on peut définir un événement
de fusion (respectivement division) quand un neceud a plus d’'un prédécesseur direct
(resp. successeur directe). Un noeud sans successeur (ou prédécesseur) définit un
événement d’apparition (disparition) d’'une cavité instantanée.
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Options de partitionnement des empreintes

Le seuil ajustable, dy,, est utilisé pour faire varier le nombre de groupes lors du
partitionnement par le biais d'un parameétre en entrée de ’algorithme. L'idée est de
trouver un seuil consensus satisfaisant pour 'ensemble des systemes de référence
testés. Une multiplicité de seuils a été évaluée dy, :

- des seuils fixes, de 0,05 a 0,95 par incréments de 0,05,

- des seuils par ratio de r;, (0,01, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9, 0,95, 0,99).

Dans ce dernier cas, dy, est identifié comme la premiére valeur, d, pour laquelle
le ratio ry, < H;(d)/H,(d), avec H;(d), I'histogramme normalisé (X,H (d)=1) des
distances entre empreintes intraconformation (ol toutes les poches sont distinctes) et
H,(d), I'histogramme normalisé pour toutes les distances. Finalement, le seuil semi-
automatique, dg.¢, est la valeur la plus grande tel que le ratio H;(d)/H,,(d) < th pour
d € [0,dsq]. th a été échantillonné entre 0,01 et 0,99 par incréments de 0,01. Pour
les parametres utilisant la distance euclidienne, seule la méthode semi-automatique
a pu étre utilisée.

Pour le partitionnement hiérarchique avec lien moyen (UPGMA) ou maximum (com-
plete), I'implémentation utilisée est celle de Scipy [235]. Le parameétre ajustable dy,
est identifié par le paramétre de coupe dans I'arbre hiérarchique.

Pour DBSCAN, 'implémentation est celle de Scikit-learn [236]. dy;, est associé au
parameétre de rayon maximum entre deux points voisins (¢), et le nombre minimum
de voisins (minPts) est fixé a 10.

Pour le partitionnement Spectral, d;, est utilisé pour ajuster la matrice d’adjacence
A, ou A; ; = max(0,dy, — d; j)/ds, pour chaque pair d’empreinte (i,j). La normalisa-
tion/diagonalisation et projection des vecteurs de distance sur les vecteurs propres
est réalisée de facon classique (description et implémentation détaillée dans la these
de N.Desdouits [227]).

Le partitionnement Mean-shift de Scikit-learn [236] est utilisé avec les parameétres
par défaut. Seule la distance euclidienne a pu étre évaluée avec cette méthode de
partitionnement. Pour cela le seuil d;;, correspond au parametre de “bande passante”
(bandwidth dans sklearn).

Echantillonnage des empreintes et réassignement
Lorsque le nombre de cavités détectées au cours de la trajectoire est trop grand, le
temps de calcul du partitionnement des empreintes peut devenir ingérable. Typi-

quement, pour un partitionnement hiérarchique, dont la complexité algorithmique
est en O(N?), il faut une dizaine d’heures pour partitionner 30 000 empreintes
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sur une machine standard et 1CPU. Pour surmonter cela, un sous-ensemble des
empreintes peut étre échantillonné. C’est le cas de la protéine E de la dengue et de
la protéine EF de 'anthrax pour lesquelles seule 1 empreinte sur 10 a été choisie.
Pour classer les empreintes non échantillonnées, deux méthodes de réassignement
ont été envisagées :

- assignement par distance min-imum : classe 'empreinte suivant le groupe de 'em-
preinte déja partitionnée la plus proche.

- assignement par empreinte moyenne (mean) : classe 'empreinte suivant le groupe
de 'empreinte consensus la plus proche. Pour reclasser les empreintes booléennes, la
variante min/max de la distance Jaccard est calculée :

> min(a;,b;)

djac—reel h) =1 — &= ey
(a.b) > maz(a;,bi)

2.2.4 Sites de référence

Parmi les 15 sites sélectionnés dans les 4 protéines étudiées, 10 sont définis par une
structure co-cristallisée avec un ligand : (id. PDB) 1J52 pour la myoglobine ; 3K5V
pour la kinase abl1; 10KE pour la protéine E de la dengue et 1K90 pour la toxine
EF de I'anthrax. Les autres sites sont identifiés a partir de listes de résidus trouvées
dans la littérature (voir Résultats 3.4/p.108).

La détermination de la poche de référence définissant chacun des sites est ensuite
calculée par I'empreinte “Locale Booléenne, par résidus” de la (ou des) cavité(s)
instantanée(s) identifiée(s) dans le site.

Assignements de référence

Pour chaque conformation f de la trajectoire, le centre géométrique de la poche de
référence, gpocket (f) est utilisé pour déterminer 'ensemble des cavités instantanées
de la trajectoire associée a un site de référence. Si (c,gpocket(f)) est inférieure a
3 A (distance § décrite dans la section précédente), alors la cavité c est assignée au
site de référence correspondant. Lorsqu’une cavité est assignable a deux sites de
référence, le site le plus proche est privilégié. En pratique, cela signifie qu'un suivi de
cavités sera satisfaisant pour un site de référence, s’il classe dans un méme groupe
les cavités assignées a ce site.

Trajectoire de cavité de référence

La trajectoire de cavité de référence, pour un site s, est utilisée pour évaluer la qualité
de la géométrie et des volumes des cavités transverses prédites. Elle correspond
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a I'ensemble des points de grilles de cavité qui seraient détectés le long de la
trajectoire, si le site était connu a priori. 3 ensembles de cavités sont calculés pour
chaque conformation, f, de la trajectoire :

- Cau, les cavités du systeme entier,

- O, les cavités détectées dans la poche de référence seulement, avec srou = 0

- Cp, les cavités détectées dans la poche de référence seulement, avec vexr = 0 et
srou = 3,1.

Alors, C ; est donnée par les composantes connexes (comme définis dans Cy;;) de

Can N Cr, qui chevauchent C), et ont un volume supérieur a 12 A3 (voir Figure 1V.3).

La prise en compte de C), et de (', vise a confiner les cavités a leur poche de référence
et a supprimer les extensions ambigués de cavités qui peuvent résulter d'une fusion
de cavités issues de plusieurs sites dans certaines conformations de la trajectoire.

Ca "% s Résidusdu site
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Figure 1V.3 Détermination des trajectoires de cavités de référence. Calcule des cavités
de référence C, ; pour une conformation f du site de référence s. C,,;; montre les cavités
instantanées du systeme entier. Les cavités sont ensuite calculées avec mkgridXf en ne tenant
compte que des résidus du site de référence. C, correspond a ce résultat, mais doit étre
corrigé de 2 facons : (1) C,y; N Cf, permet de supprimer les points de C, qui ne sont pas
dans C,; et qui ne seront donc jamais observés dans une détection de cavités sur la protéine
entiere. (2) La suppression des cavités périphériques ou trop petites, en ne maintenant que
les cavités dont au moins un point de grille est dans C,,.
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2.2.5 Evaluation des assignements

Pour attribuer un score d’assignement, le résultat du partitionnement des cavités
instantanées et 'assignement de référence sont encodés dans un vecteur dans lequel
chaque élément correspond a une cavité instantanée c de la trajectoire. L’assignement
de référence, pour un site, est donné par un vecteur booléen, P*"¢, égale a 1ila
cavité c est dans le site et O sinon.

Score d’un assignement prédit

Pour une combinaison d’options données, le résultat d'un partitionnement des cavités
instantanées est encodé dans un vecteur P, défini par P(c) = k, ol k est le numéro
de groupe assigné a chacune des cavité ¢ (le nombre total de groupes est K).

Pour chaque groupe k, nous définissons le vecteur booléen Pj par Pi(c) = 1 lorsque
P(c) = k, et 0 autrement. P, et P! sont comparés avec un F'1-score :

Fi(prite p,) = 2PreCTeC o
prec—+ rec
ot TP
rec = ————= €etrec= ———
p TP+ FP TP+ FN

avec TP =P P,, FP=|P|—TP et FN =P TP

Le score d’assignement attribué a un site site est donné par le score du groupe
k qui maximise F'1(P**¢ P,) (inspiré du “overall-F'1_score” décrit par Larsen et
al. [237]) :

Flgite(P*"°,P) = mazpep; g F1(P*", Py)

Finalement, nous calculons un F'1 score moyennant les scores des différents sites €
Sites(prot) étudiés dans le systéme courant :

Zsite c Sites(prot) ’PSite‘ X Flsite(PSite,P)

Flprot = S ] ’ Psite‘
site € Sites(prot)
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Score de couverture

Pour différentier les assignements faux, incomplets et ceux dont au moins une partie
de la cavité est correctement assignée dans chacune des conformations, les valeurs
suivantes sont calculées :

F
valide — ;;(NTP(]") >0V Np(f) = 0)
1 E
indéterminé = F;(Nk(f) =0 A Ng(f)>0)
F
erreur = ;fz:l(NTp(f) =0 A Nip(f) >0 A Ng(f) >0)

ou F est le nombre de conformations de la trajectoire ; k est le groupe maximisant
Fl(PSite,Pk); NTp(f) = Pk7f fite; Nk(f) = |Pk7f’, et NR<f) = ‘P;ite’; pour P;ite
et Py ¢ restreints aux assignements de cavités instantanées de la conformation f.

Evaluation de la géométrie des cavités transverses

Comme nous l'observerons, il arrive que de larges cavités instantanées recouvrent
plusieurs sites distincts de la protéine. Le découpage des cavités instantanées permet
de réattribuer des morceaux de la cavité a des sites différents. Dans le but de
contrdler la pertinence du découpage des cavités instantanées, nous proposons de
confronter les cavités prédites aux trajectoires de cavités de référence. L'évaluation la
plus triviale est de comparer leur volume instantané dans chacune des conformations
de la trajectoire. Une mesure plus précise de la similarité entre deux géométries de
cavités est donnée par la distance dg.,, inspirée par Hausdorff et al. [238]. Pour
deux ensembles non vides de cavités C; et C5 constitués de voxels v de rayon nul
(rad(v) =0),ona:

v 62 U)C + v 62 U,C
dGeo(C1,C2) = \/Z €Cy ( |C2'i 5 ?2602 ( 1) ,

(26(91,C1))?

dGeO(Clam) = dG@O(chl) = |Cl‘ b

ou () est la cavité nulle, et g; le centre géométrique de Cy avec rad(g1) = 0, et
finalement
dGeo(Q)a@) =0.
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2.2.6 Cavité moyenne et domaine de définition

Soit C' un ensemble de cavités réparties dans les différentes conformations d’une

. . p . S .. P —p%
trajectoire moléculaire. Nous définissons la cavité moyenne tronquée a p %, C*”,
comme '’ensemble des voxels apparaissant dans plus de p % des conformations de la

trajectoire dans lesquelles au moins une des cavités de C' est présente.

Le domaine de définition de C' correspond a 'ensemble des voxels appartenant a une

s . . . v g =0%
des cavités & au moins un moment de la trajectoire (c’est-a-dire C" ).

Cette représentation n’est pertinente que si 'ensemble des conformations de la

trajectoire ont été préalablement alignées les une par rapport aux autres, ce qui est
le cas pour I'ensemble des trajectoires étudiées dans ce travail.
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3 Résultats

3.1 Cavités instantanées dans les dynamiques de
protéines

Nous avons utilisé I'outil de détection mkgridXf pour identifier les cavités apparais-
sant au cours des 4 trajectoires de tests. Le nombre total de cavités instantanées varie
entre 11 863 pour la myoglobine et 72 507 pour la toxine EF de ’Anthrax. En accord
avec des études précédentes [239-241], le nombre de cavités par conformation,
ainsi que leurs volumes cumulés, est environ proportionnel au volume moyen de
I'enveloppe de la protéine (voir Figure IV.4).
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Figure 1V.4 Statistiques de la dynamique des cavités. Nombre de cavités moyen par
conformation (x) et volume moyen des cavités (+) en fonction du volume moyen de la
protéine. Les régressions linéaires sont respectivement tracées en traits hachurés et pleins.

Le ratio entre le volume moyen des cavités et de la protéine est faible, entre 2 %
et 6 % (tableau en Annexe VII.2/p.203). Par contraste, le volume couvert par les
cavités (leur domaine de définition) est 10 fois supérieur a leur volume cumulé
instantané (par conformation), représentant jusqu’a 34 % du domaine de définition
de I'enveloppe de la protéine et plus de 89 % du volume moyen de la protéine
(abll). Par conséquent, les cavités apparaissent nombreuses et labiles au cours des
dynamiques, s’étalant sur une large portion du volume des protéines.
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3.2 Suivi des cavités par chevauchement spatial

La premiere tentative pour identifier des cavités partageant un site en commun
dans des conformations différentes de la trajectoire utilise 'approche du graphe
séquentiel, décrite en Matériels et Méthodes. Les cavités se chevauchant spatialement
un minimum (12 10\3, approx. le volume d’une molécule d’eau) dans des confor-
mations consécutives de la trajectoire sont considérées comme ayant une méme
identité transverse. Ainsi définis, les évenements de division/fusion de cavités ap-
paraissent communs, tandis que les apparitions/disparitions sont trés fréquentes
(Tableau IV.1).

Systeme Myoglob. Abl1 Dengue EF

Nombre de cavités 11 863 27 308 58 376 72 507

Graphe séquentiel

“# Comp. Conn. 5914 12 002 21 323 25988
®++Comp. (%) 6,3 67,1 31,6 46,5
# fusion 174 1859 3420 4724
# division 160 1831 3413 4718
# apparition 6053 12 982 22784 27 704
# disparition 6036 12 931 22755 27 731
# noeuds orphelins 4 602 10 044 17 925 20 859

Graphe complet

“# Comp. Conn. 343 848 2637 2532
®+ +Comp. (%) 58,6 93,96 49,35 63,95
# noeuds orphelins 0 0 0 0
# fusion+division 98069 1415133 3020607 6353479

Tableau IV.1 Statistiques des graphes de cavités Séquentiel et Complet. “Nombre de
composantes connexes du graphe, ® Domaine de définition des cavités associées a la plus
large composante connexe du graphe.

La trajectoire de la myoglobine est stable (RMSD : 1,29 A, tableau en Annexe VII.2,/p.203),
sa composante connexe la plus large couvre 6,3 % du domaine de définition de
ensemble des cavités. A 'inverse, pour abll, ce pourcentage atteint 67 % (voir Fi-
gure IV.5/p.suiv.), reflétant la plus grande flexibilité des structures (RMSD : 3,32 10\),

et I'incapacité de la méthode a identifier des cavités appartenant a un site localisé

de la protéine. Une conclusion similaire peut étre formulée pour la trajectoire de

la dengue. Pres de 30 % des cavités ne chevauchent aucune autre cavité dans sa
conformation consécutive (nceuds orphelins), et cela pour tous les systémes.

Nous pouvons aussi considérer les conformations de la trajectoire comme un en-
semble désordonné, ce qui correspond a 'analyse du graphe complet. La connectivité
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Figure IV.5 Domaine de définition des cavités de la plus large composante connexe
du graphe séquentiel. Pour la trajectoire abll (points rouges) le volume couvert représente
67,1 % du domaine de définition de 'ensemble des cavités qui apparaissent au cours de la
trajectoire (surface transparente).

des graphes augmente considérablement, couvrant de 49 % a 94 % du volume
des protéines étudiées. Ces résultats suggerent que l'identification par chevauche-
ment de cavités n’est en pratique pas réalisable, en particulier pour des trajectoires
trop bruitées, ou décrivant de larges changements conformationnels. De telles mé-
thodes adaptées au suivi local des cavités ne sont alors envisageables que pour
des trajectoires continues, dont les intervalles de temps de simulation entre deux
conformations sont tres courts (< 10 ps, voir référence [226]).

3.3 ldentification des cavités selon leur
environnement protéique

Nous utilisons 'empreinte de la cavité sur la protéine (p.ex. une liste de groupes
d’atomes formant la poche) dans le but de réduire la dépendance de la méthode
envers les mouvements conformationnels. Pour tester cela, nous avons testé cette
configuration simple :

- Groupe d’atomes : les résidus de la protéine

- Empreinte : booléenne (Vrai si plus proche que 5 A)

- Distance : mesure de dissimilarité cosine

- Partitionnement : hiérarchique, lien moyen

- Seuil de partitionnement : réel € [0-1]

La dissimilarité cosine est ici privilégiée a la distance euclidienne a cause des dif-

Chapitre 3 Résultats

107



108

ficultés parfois observées de la norme L2 & comparer des vecteurs de grandes
dimensions [242]. Cependant, la majorité des autres options de configuration est
choisie arbitrairement et il est difficile d’en justifier le choix. De méme pour le
choix du seuil de partitionnement, la Figure IV.6 montre que le nombre de cavités
transverses varie quasiment continliment avec la valeur de ce seuil, ce qui rend
difficile le choix a priori d'un seuil plutét qu’un autre.
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Figure IV.6 Nombre de groupes obtenus en faisant varier le parametre de coupe lors
du partitionnement. Obtenu par un partitionnement hiérarchique avec lien moyen des
empreintes de cavité de la myoglobine.

Par conséquent, il apparait essentiel de mettre au point un ensemble de données
de référence afin de pouvoir juger objectivement de la qualité d’'un suivi global des
cavités de protéine et d’en établir une configuration pertinente.

3.4 Choix des sites de référence

Les sites de référence ont été sélectionnés parmi un ensemble de cibles protéiques
pour lesquelles un ou plusieurs sites de liaison ont été documentés dans la littérature.
Ces systémes ont été choisis de par leurs tailles et fonctions diverses, ainsi qu'une
variété de mouvements structuraux. En l'occurrence, la myoglobine est relativement
statique (Annexe VII.2/p.203) au cours de la trajectoire, alors que la protéine
d’enveloppe du virus de la dengue et la kinase abll présentent des fluctuations plus
larges. La composante EF de la toxine d’anthrax a été étudiée sur deux ensembles de
conformations, le premier dans un état inactif et 'autre dans un état actif, avec une
moyenne de dissimilarité structurale de plus de 10 A RMSD entre les deux jeux de
dynamiques.
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Les sites de référence sont retranscrits en Annexe VII.8/p.201, en partant soit du
ligand co-cristallisé avec la protéine, soit de la délimitation de la poche comme
décrite dans la littérature. Pour la myoglobine, les poches sont localisées dans la
structure par le CO (poche distale) et les atomes de Xenon (Figure VII.8/p.201 :
myoglobine). Le 3-Octyl-Glucoside marque le site SOG dans la protéine E de la
dengue [211, 229] (Figure VII.8/p.201 :Dengue). Les molécules Imatinib [243] et
GNF-2 [244] sont respectivement liées au site catalytique et allostérique de 1’abll
tyrosine-kinase (Figure VII.8/p.201 : abll). Le 3’dATP marque le site catalytique de
EF [230]. Nous avons aussi utilisé les poches dénommées Site 1 et Site 2 présentes
dans la protéine d’enveloppe de la dengue et décrites dans les références [245] et
[224]. Ce sont des sites de liaison potentiels découverts grace a I'analyse des cavités
entre les formes cristallographiques des états pré/post fusion et par simulation de
dynamique moléculaire. La définition de leur poche (liste de résidus) differe dans
les deux publications. Le Site 1 est formé par deux cavités adjacentes visibles dans
la structure cristallographique (PDB : 10KE) entre les résidus désignés par Fuzo
et al. [224] alors qu’il n’en couvre qu'une seule avec la définition de Yennamalli
et al. [245]. Pour les sites 1 et 2, nous avons finalement privilégié la définition de
[245] puisqu’elle délimite un site dont la liste de résidus est plus spécifique a la
cavité présente dans la structure expérimentale. Pour le site SABC de EF, découvert
par calcul de chemins de transitions entre les états actifs et inactifs, nous avons
utilisé la définition transcrite dans la référence E.Laine et al. [6].

3.5 Combinaisons d’options de partitionnement
pour l'identification des sites

Les combinaisons d’options utilisées impactent fortement le suivi des cavités (Fi-
gure IV.6/p.préc.). Par conséquent, pour en sélectionner la configuration la plus
pertinente, nous avons exhaustivement exécuté les 2 286 combinaisons impliquées
par la Figure IV.7/p.suiv. sur les 4 systémes de référence précédemment décrits.
2 189 exécutions de ces calculs se sont terminées avec succes pour les 4 trajectoires
et ont pu étre évaluées.

La qualité d’un assignement de cavités est évaluée avec le score F'1,,,:. En fonction
de l'objectif recherché (meilleure performance, plus robuste, etc.), les scores obtenus
sur chacune des cibles peuvent étre combinés de facons différentes : la moyenne des
scores individuels, la moyenne des rangs, le pire score par site de référence ou par
moyenne sur les systémes, etc.. Pour mitiger I'impact des sites “faciles a identifier”
et des sites plus “difficiles”, nous avons initialement utilisé la somme des rangs des
sites moyennés par systemes (> rang(F'ly.o¢) : RSum, Tableau IV.2/p.111).
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Figure IV.7 Combinatoire des combinaisons d’options pour le suivi des cavités. B.S. :
Backbone-Sidechain, UPGMA ou Complet : Partitionnement hiérarchique avec lien moyen ou
maximum

La meilleure combinaison de parametres utilise un partitionnement hiérarchique
de type UPGMA. La valeur élevée de RSum indique un grand nombre de bonnes
méthodes sur certains systemes et une certaine variation des performances entre les
systemes testés. Néanmoins, les deux meilleures méthodes, qui ne différent que pour
leur solution de réassignement (min ou mean) ont une somme des rangs pres de
deux fois inférieure a la 3¢ meilleure méthode. La meilleure combinaison d’options
semble étre UPGMA/ cosine dist./real empreinte/par atomes/d;;,=0,5/min. C’est aussi
la combinaison qui maximise la moyenne des scores entre systémes (* /4> F Lprot s
“moy.” dans le Tableau IV.2/p.suiv.).

Parmi les meilleures combinaisons d’options, on remarque aussi que la myoglobine
et la protéine E de la dengue ont constamment des scores élevés, tandis que EF et
abl1 ont des scores plus modérés, autour de 0,8. Pour comprendre pourquoi ces
assignements sont moins satisfaisants, nous les avons analysés site par site.

3.6 Qualité du suivi des sites individuels

La distribution des 100 meilleurs scores F'lg; pour chacun des sites étudiés est
présentée dans la Figure IV.8/p.112. Les sites de la myoglobine sont correctement
assignés (scores moyens > 0,95 pour tous les sites, excepté pour Xe2, ~ 0,92).
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Rang RSum Groupe Dist. Partit. Seuil Réass. Myo EF DENV  Abll moy. min

1 112 byatom cosine  upgma 50 min 0,958 0,797 0,901 0,735 0,848 0,735

2 124 byatom cosine upgma 50 mean 0,958 0,779 0,902 0,735 0,843 0,735

3 213 Dbyatom cosine upgma 55 min 0,958 0,779 0,872 0,728 0,834 0,728

4 225 Dbyatom cosine  upgma 55 mean 0,958 0,762 0,878 0,728 0,831 0,728

5 269 byatom cosine  upgma 60 mean 0,923 0,764 0,867 0,728 0,820 0,728

6 270 Dbyatom cosine upgma 60 min 0,923 0,779 0,860 0,728 0,822 0,728

7 272 byatom jaccard upgma 65 mean 0,955 0,665 0,889 0,754 0,816 0,665

8 285 byatom jaccard upgma 75 mean 0,895 0,668 0,918 0,744 0,806 0,668

9 308 byatom jaccard upgma 65 min 0,955 0,659 0,902 0,754 0,818 0,659
10 322 byatom jaccard upgma 60 min 0,957 0,659 0,907 0,739 0,815 0,659
11 322 byres jaccard upgma 60 mean 0,931 0,659 0,921 0,738 0,813 0,659
.14 337 Dbyres cosine upgma 45 mean 0,899 0,662 0,913 0,745 0,805 0,662
15 339 B.S. jac-loc upgma 75 min 0,914 0,799 0,851 0,720 0,821 0,720
.20 397 byres cosine upgma 50 mean 0,875 0,749 0,885 0,721 0,808 0,721
.30 443 B.S. cosine upgma 55 mean 0,885 0,739 0,858 0,727 0,802 0,727
47 507 byres cosine upgma 35 min 0,963 0,657 0,834 0,745 0,800 0,657
1,01 567 B.S. cosine  upgma 50 mean 0,895 0,645 0,894 0,725 0,790 0,645
...66 590 B.S. cosine complet 90 min 0,845 0,751 0,823 0,829 0,812 0,751
...104 746 B.S. jaccard  *spect. 70 mean 0,867 0,641 0,846 0,733 0,772 0,641

... 124 860 Dbyres jaccard upgma 75 mean 0,797 0,764 0,821 0,771 0,788 0,764
...198 1127 byres jac-loc  complet 95 min 0,815 0,825 0,756 0,706 0,776 0,706
..248 1311 byres euclid. m-shift 205  min 0,921 0,514 0,879 0,558 0,718 0,514
...270 1418 B.S. jaccard  dbscan 20 mean 0,840 0,573 0,733 0,736 0,721 0,573
...764 3184 Dbyres jaccard  dbscan 25 min 0,368 0,665 0,924 0,105 0,515 0,105
...779 3232 byres jaccard upgma a0l min 0,903 0,110 0,150 0,865 0,507 0,110

2189 8694 byres jaccard complet a09 min 0,055 0,061 0,044 0,008 0,042 0,008

Tableau 1V.2 Performances de partitionnement suivant les options utilisées. Les com-
binaisons sont ordonnées par F'1,,,; pour chaque protéine. Leur rang pour les 4 systémes
est ensuite sommé (RSum). La combinaison ayant le plus faible rang cumulé RSum est jugée
la meilleure. Les combinaisons de partitionnement, Groupe, Dist., Partit., Seuil, sont décrites
dans la Figure IV.7/p.préc.. Les seuils sont donnés en pourcentage, et sont semi-automatiques
lorsqu’un a précede le seuil. Un réassignement, Réass. est appliqué si nécessaire. Les scores
F1p,0 sont donnés pour chacune des protéines. La moyenne (moy.) et le pire (min) scores
sont aussi renseignés. *Le partitionnement Spectral pour abll a spécifiquement été réalisé
avec un échantillonnage 1/10 pour cause de dépassement de mémoires incombant a la
méthode de partitionnement.

Les deux copies du Site 2 et de la poche SOG de la protéine de la dengue ont
des scores supérieurs au site 1. De facon intéressante, des scores similaires sont
obtenus pour chaque pair symétrique des sites de la dengue. Aucune méthode n’a pu
prédire correctement le site SABC de EF avec un meilleur score que 0,8 et le top-100
moyen est d’ailleurs assez faible (0,70). Le site GNF-2 d’abll a les plus mauvais
scores, avec un top-100 moyenné a 0,63. Ainsi, ces deux derniers sites apparaissent
intrinséquement difficiles a identifier correctement.

Pour rappel, la trajectoire EF est composée de deux états de la protéine. Inactive dans
les 1 000 premiéres conformations, et en état actif dans les 1 000 suivantes. Nous
avons analysé le score F'1;,. dans ces 2 phases indépendamment (Figure IV.8/p.suiv.,
a droite). En suivant le mécanisme d’activation, le site catalytique est mieux formé
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Figure 1V.8 Distribution des 100 meilleurs scores F'lg;.. Les systemes étudiés sont
abréviés par A., D., M. et EF. pour abll, protéine E de la dengue, myoglobine, et EF res-
pectivement. Les diagrammes en boite retranscrivent : minimum, 1¢* quartile, médiane, 3¢
quartile et valeur maximale. Sur la droite, F'1,;. est calculé soit sur les 1 000 premiéres
conformations “inactives”, ou sur les conformations 1 001 & 2 000 “actives” de la trajectoire
EF pour les sites catalytiques et SABC.

dans la seconde moitié de la trajectoire. A I'inverse, le site SABC est mieux formé
dans la premiere moitié, mais déstructuré dans la seconde moitié comme supposé
dans de précédents travaux [6]. De la méme facon, SABC est bien identifié dans la
premiere phase et le site catalytique dans la seconde (=~ 0,96 or more), alors qu’elles
sont mal définies dans leurs parties complémentaires de la trajectoire (= 0,65).

3.7 Assignement des sites non ambigus

Afin de vérifier que la paramétrisation “optimale” de la méthode pour tous les sites
est aussi capable de prédire les sites consensus, nous avons calculé les rangs sans
tenir compte de ces sites dits “difficiles”. Par conséquent le site allostérique d’abll
a été supprimé, ainsi que le site SABC d’EF sur la seconde partie de la trajectoire,
et le site catalytique d’EF sur la premiere (voir le Tableau IV.3/p.suiv.). Le résultat,
quelque peu attendu, est une amélioration notable des scores des systémes abl1 et EF.
Ce calcul confirme aussi que la meilleure combinaison sélectionnée sur 'ensemble
des sites donne aussi des scores élevés sur les sites consensus (= 0,9). La somme
des rangs plus élevée, est indicative d'un plus grand nombre de combinaisons dont
le score est élevé et donc plus difficiles a discriminer. La meilleure combinaison
selon le RSum apparait étre byatom-jaccard-UGPMA-55 conséquence d’une légere
amélioration du score EF au-dessus de 0,96, et montrant les limites de la somme des
rangs pour évaluer des systemes proches du score maximum 1. Remarquablement, le
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Rang RSum Groupe Dist. Partit.  Seuil Réass. Myo EF DENV Abll moy. min

1 200 byatom jaccard upgma 55 min 0,890 0,979 0,904 0,896 0,917 0,890

2 258 byatom cosine upgma 50 mean 0,958 0,966 0,902 0,898 0,931 0,898

3 280 byatom cosine upgma 50 min 0,958 0,965 0,901 0,898 0,930 0,898

4 294 byatom cosine upgma 45 mean 0,926 0,965 0,896 0,898 0,921 0,896

5 300 byres cosine upgma 30 min 0,925 0,977 0,835 0,897 0,908 0,835

6 305 byatom cosine upgma 45 min 0,926 0,963 0,903 0,898 0,922 0,898

7 355 byatom jaccard wupgma 55 mean 0,890 0,974 0,881 0,896 0,910 0,881

8 355 byatom jaccard upgma 65 mean 0,955 0,959 0,889 0,906 0,927 0,889

9 363 byres cosine upgma 30 mean 0,925 0,976 0,828 0,897 0,906 0,828
10 397 byatom jaccard upgma 60 min 0,957 0,954 0,907 0,906 0,931 0,906
.16 432 B.S. cosine upgma 30 min 0,891 0,975 0,858 0,886 0,902 0,858

Tableau IV.3 Performances de partitionnement sans les sites ambigus.. Les scores abll
correspondent a ceux du site GNF-2 seul, et les scores EF a la combinaison du site SABC
pour les conformations de 1 a 1 000 et du site catalytique pour les conformations de 1 001 a
2 000. Les abréviations sont similaires a celles décrites dans le Tableau IV.2/p.111.

partitionnement byatom-cosine-UPGMA-50 reste un trés bon candidat avec le meilleur
score moyen (0,931) et un tres bon score minimum (0,898) sur toutes les autres
combinaisons. Ces deux valeurs sont meilleures que celles obtenues avec les options
du rang 1, et ne sont surpassées que par la 10¢ méthode byatom-jaccard-ugpma-60
(0,931/0,906). Cependant cette derniére est beaucoup moins robuste sur les sites
“difficiles”. Les empreintes par résidus (byres) et backbone-sidechain B.S. sont placés
dans le top 10 des options avec méthodes et seuils similaires, ce qui démontre leur
intérét pour le suivi des cavités.

3.8 Localisation correcte des sites de liaison
predits

Un score F'lg;. modeste (p.ex. abll, site GNF-2, Figure IV.8/p.préc.) peut étre
indicatif de cavités instantanées dont la géométrie ne correspond pas exactement
a la cavité de référence dans certaines conformations (par exemple un site qui se
découpe en de multiples cavités), ce qui est normal. Ou bien, cela peut indiquer
que l'assignement n’est pas a la bonne position dans certaines conformations, ce
qui est plus problématique. Pour discriminer ces situations, nous avons testé, pour
la combinaison d’options optimales, si dans chaque conformation, au moins une
des cavités instantanées prédite pour ce site correspond a au moins une cavité
instantanée de référence (Tableau IV.4/p.suiv.).

Les erreurs d’assignement (aucune prédiction satisfaisante dans une méme confor-
mation) sont en fait extrémement rares, et apparaissent uniquement dans les cas
difficiles, 1 % du temps pour le site GNF-2 d’abl1, qui est un site instable et plus de
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Site Ref. Val. Ind. Err. | Site Ref. Val. Ind. Err

D.Poc. (Myo) 1,00 0,00 0,00 | BOG (D_A) 0,98 0,02 0,00
Xel (Myo) 1,00 0,00 0,00 | BOG (D_B) 1,00 0,00 0,00
Xe2 (Myo) 0,98 0,02 0,00 | Imatinib (Abl1) 0,95 0,05 0,00
Xe3 (Myo) 0,99 0,01 0,00 | GNF-2 (Abl1) 0,72 0,27 0,01
Xe4 (Myo) 0,99 0,01 0,00 | SABC (EF) 0,89 0,06 0,05
sitel (D_A) 0,98 0,02 0,00 | (0-1000) 1,00 0,00 0,00
sitel (D_B) 0,98 0,01 0,00 | (1000-2000) 0,79 0,12 0,09
site2 (D_AB) 1,00 0,00 0,00 | Catalytique (EF) 0,76 0,24 0,00
site2 (D_BA) 1,00 0,00 0,00 | (0-1000) 0,52 0,48 0,00
(1000-2000) 1,00 0,00 0,00

Tableau IV.4 Scores de couverture pour la combinaison d’options byatom-cosine-
upgma-50-min.. Valide, “Val.”, Indéterminé, “Ind”, and Erreur, “Err.” sont calculés comme
décrit en Matériels et Méthodes. D_A vaut pour DENV chalne A, de méme que B, AB (site a
I'interface), et BA.

9 % du temps pour le site SABC dans la partie active de la trajectoire ou le site est
dispersé en plusieurs domaines distincts.
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Figure I1V.9 Accord entre les cavités de référence et les cavités prédites et effet du

découpage des cavités. Comparaison du volume et de la géométrie des cavités de référence

et prédites pour les sites SOG de la dengue, chaine B. En haut : suivi du volume de la cavité

de référence (+), de la cavité prédite (violet) et prédite apres découpage des cavités

instantanées (vert). En bas : distance géométrique dg., entre la cavité de référence et la
cavité prédite, sans découpage (violet) et avec découpage (vert).

Partie IV Suivi des cavités dans les trajectoires de protéines et détection de sites



3.9 Nécessité du redécoupage des cavités
instantanées

La cavité trouvée dans le site de référence ne correspond pas toujours avec la poche
de référence a cause de fusions avec les cavités voisines. La Figure IV.10/p.suiv.
montre 'exemple d’'une cavité instantanée dont le volume sort grossierement de
son site de référence (volume bleu transparent). Ces cavités sont doublement pro-
blématiques. D’une part elles couvrent plusieurs sites consensus, ce qui rend leur
attribution a une unique cavité transverse ambigué. D’autre part, elles créent des
discontinuités dans le suivi de la géométrie des cavités et brouillent ’analyse cohé-
rente du volume accessible aux résidus du site. Dans cette section, nous détectons
ces cavités problématiques a 'aide de cavités de référence construites a partir des
sites de référence. Nous proposons alors le découpage de la cavité et la réattribution
de ses morceaux a leurs sites consensus respectifs.

3.9.1 Trajectoire de cavité de référence

Site de réf. # Volume moyen Moy. (max) # de
Résidus  (std.dev./ # de morceaux confs.
min/max) par confs. vides
Poche D. (Myo) 69 (33/13/233) 1,35 (3) 6
Xel (Myo) 36 (24/13/155) 1,03 (3) 247
Xe2 (Myo) 44 (30/12/208) 1,17 (3) 395
Xe3 (Myo) 10 82 (40/13/254) 1,11 (4 60
Xe4 (Myo) 8 30 (17/13/97) 1,06 (2) 600
sitel (DENV :A) 17 210 (53/69/381) 2,12 (5) 0
sitel (DENV :B) 17 202 (62/30/404) 1,96 (5) 0
site2 (DENV :AB) 12 320 (79/110/527) 1,02 (3) 0
site2 (DENV :BA) 12 282 (67/76/547) 1,05 (3) 0
BOG (DENV :A) 21 224 (85/13/572) 1,68 (5) 0
£5OG (DENV :B) 21 274 (92/66/589) 1,30 (4) 0
Imatinib (Abl1) 21 373 (158/67/1 062) 2,15 (6) 0
GNF-2 (Abll) 14 158 (82/13/424) 1,67 (4) 61
SABC (EF) 16 261 (167/14/694) 1,20 (4) 3
Catalytic (EF) 9 480 (177/15/867) 1,08 (4) 238

Tableau IV.5 Statistiques des trajectoires de cavités de référence. Les conformations
ol aucune cavité n’est présente ne sont pas prises en compte dans le calcul des volumes ou
du nombre de morceaux. Les volumes sont exprimés en angstrom.

Les trajectoires de cavités de référence ont été calculées pour chacun des sites
de référence comme explicité en Matériels et Méthodes. Les statistiques de leurs
volumes, du nombre de morceaux et de leur présence dans les conformations sont
données dans le Tableau IV.5. La variance des volumes peut étre relativement large :
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Conformation = PDB:10KE

Figure 1V.10 Diversité des géométries de cavités. Site SOG (volume gris, chaine A de la
protéine E de la dengue). La molécule SOG est montrée en sticks dans la structure 10KE (en
transparence de la cavité). Les volumes et nombre de morceaux des cavités de référence sont
exprimés. Un exemple de fusion d’'une cavité instantanée entre plusieurs sites est montré
dans la conformation 31 (bleu transparent). En comparaison, la cavité de référence est
confinée dans son site de référence.

de 17 A3 pour Xe2 dans la myoglobine 4 158 A3 pour le site Imatinib d’abl1 et 177 A3
pour le site catalytique de EF (pour ce dernier cas la trajectoire est composée de
la concaténation des formes actives et inactives de I'enzyme). Remarquablement,
la géométrie des cavités varie largement comme cela peut étre observé dans le site
BOG de la protéine E (Figure IV.10). Indépendamment de leur taille et du nombre
de résidus de la poche, les cavités apparaissent généralement en un seul morceau.
Néanmoins, une segmentation en deux morceaux ou plus est régulierement observée,
en particulier pour la dengue/sitel, SOG et abll. Les sites de liaison larges, comme
la poche SOG peuvent se scinder en 4 ou 5 morceaux grace aux mouvements subtils
des résidus de la poche, comme illustré dans le Tableau IV.5/p.préc. et la Figure IV.10.
Les petites poches trouvées dans la myoglobine disparaissent réguliérement. Bien
que plus large, un évenement surprenant de disparition complet de cavité est observé
dans la poche 50OG, une unique fois le long de la trajectoire.

3.9.2 Evaluation de la géométrie des cavités identifiées

Nous avons comparé les cavités transverses prédites par I'algorithme de suivi avec
les trajectoires de cavités de référence. Pour cela, nous analysons leurs volumes
au cours de la trajectoire, ainsi que leur distance dg., mutuelles. Un exemple de
ces mesures est donné en Figure IV.9/p.114 pour le site 5OG (chaine B), sur un
intervalle de temps restreint. Les volumes sont proches la plupart du temps, mais
pour certains cas particuliers, le volume de la cavité prédite devient nul (c’est le
cas de 31 intermédiaires sur 1000) ou devient invraisemblablement large (de plus
de 200 A3 dans 24 conformations). De la méme facon, dge, augmente sur ces cas
pathologiques (2 11 A au maximum pour cette trajectoire). La visualisation concréte
de ces exemples révele de larges cavités instantanées qui couvrent de multiples
sites de la protéine. Un exemple en est donné dans la Figure IV.10. Pour ces cas, un
assignement de la cavité instantanée a un unique site ne semble pas pertinent. Cela
mene a 'introduction du concept de découpage de cavités instantanées.
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Figure 1V.11 Pourcentage de conformations ou les cavités présentent de larges dé-
viations par rapport a la cavité de référence. Des exemples de grande dissimilarité
géométriques (dgeo > 4 f\, en haut) et de larges différences de volumes (>200 A3, en bas)
sont rapportés. Les valeurs pour les cavités prédites sans découpage des cavités sont illustrées
en violet, et en vert pour les cavités découpées.

Le découpage réduit largement les incohérences (Figure IV.9/p.114). La plus mau-
vaise différence de volumes pour le site SOG (chaine B), 670 10\3, est réduit & 21 A3,
De plus, la différence moyenne de volume sur 'ensemble de la trajectoire passe de
31 A3 2 9 A3, Globalement, le volume des cavités s’accorde plus rigoureusement aux
cavités de référence et cela pour la majorité des systemes (voir la Figure IV.11). Les
sites ambigus (Imatinib/abl1, catalytique/FF, et Site 2 de la dengue) gardent une
délimitation approximative. Cela suggére une différence intrinséque entre les sites
de référence et la cavité trouvée dans la trajectoire.

3.9.3 Pertinence des sites prédits

Pour essayer d’évaluer a quel point les cavités identifiées par la méthode corres-
pondent aux sites de référence, nous avons évalué, en utilisant le F'1 score, la
similarité entre la poche consensus (issus de la méthode) et la poche de référence.
Puisque cette derniere est calculée par une empreinte booléenne-par-résidus, les
empreintes réelles-par-atomes des poches prédites ont été converties dans ce format.
Cela requiert la combinaison des empreintes par atomes en empreintes par résidus
en sélectionnant un seuil de valeur. Nous avons choisi de combiner les empreintes
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par union (voir Tableau IV.6). En testant différent seuils nous avons observé que
les F'1 optimaux sont obtenus autour de 2,5 (~ ¢/2) pour 'ensemble des sites. Par
conséquent nous avons fixé ce seuil a o/2.

Site (Cav./Ref.) F1-Score TP FP FN

Poche D. (Myo) 0,71 5 2 2
Xel (Myo) 1,00 8 0 0
Xe2 (Myo) 0,89 8 1 1
Xe3 (Myo) 0,86 9 1 2
Xe4 (Myo) 0,95 9 1 0
sitel (DENV :A) 0,71 12 5 5
sitel (DENV :B) 0,87 14 1 3
site2 (DENV :AB) 0,60 12 16 0
site2 (DENV :BA) 0,60 12 16 0
BOG (DENV :A) 0,92 18 0 3
BOG (DENV :B) 0,93 19 1 2
Imatinib (Abl1) 0,76 16 5 5
GNF-2 (Abll) 0,62 9 6 5
SABC (EF) 0,67 10 4 6
Catalytique (EF) 0,36 9 32 0

Tableau 1V.6 Comparaison (F1l-score) entre les sites de référence et les sites prédits.
Pour chaque site, 'empreinte moyenne a été convertie en “résidus” booléen, le format des
poches de références (fpres) : P22 = Uyeres (fPR > 0/2) est calculé comme défini en

res
Matériels et Méthodes pour comparer ces empreintes. TP, FP et FN sont donnés en nombre
de résidus.

Il est intéressant de voir que 10 poches consensus sur les 15 étudiées sont tres
similaires a la poche de référence (sites de la myoglobine, Site 1 et poche SOG de
la dengue, Imatinib d’abll ont un F1-score supérieur a 0,70). Cela signifie que la
méthode de suivi des cavités, sans aucun a priori sur la localisation ni la composition
des sites, a réussi a redessiner les poches, en ne prenant appui que sur les cavités
instantanées observées au cours de la trajectoire. Pour d’autres sites les résultats
sont plus mitigés. En particulier, pour le site 2 (dengue), le site catalytique de EF,
et un grand nombre de Faux Positifs sont présents. En d’autres termes, la poche de
consensus décrit une poche plus grande que la poche de référence. A l'inverse, le site
GNF-2 d’abl1 et SABC de EF ont un plus grand nombre de Faux Positifs : la poche
consensus “manque” des résidus de la poche de référence. Ces résultats, discutés
plus loin (Section 4.1/p.suiv.), suggerent que la considération de la dynamique des
protéines appelle a une définition étendue des sites.
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q Discussion

4.1 Analyse des sites difficiles

La nature élusive des cavités dans les dynamiques de protéine et la difficulté a les
identifier dans certains cas ont été une surprise notable. L’approche développée dans
ce travail a réussi a annoter les cavités instantanées de sorte a suivre continiment
leur évolution. Dans certains cas les sites ont été jugés difficiles, en particulier les
Sites 1 & 2 de la dengue, GNF-2 (abl1), sites EF. Nous proposons de visualiser ces sites
par le biais de la cavité moyenne de la trajectoire de cavité de référence (calculée en
ne considérant que les résidus de la poche) et I'assignement de cavités instantanées
de référence (calculé en sélectionnant les cavités instantanées se trouvant dans le
site). Les cavités moyennes, représentées dans la Figure IV.4/p.105, ont été tronquées
a 50 % d’apparition (définition en Matériels et Méthodes 2.2.6/p.104).

Q

— N @
Site 2 (DENV : AB)

Catalytique (EF)

Figure IV.12 Comparaison visuelle entre la cavité moyenne des cavités de référence

—50% . o . sy
C”"” (en bleu) et la cavité moyenne des cavités instantanées assignées a la poche de

e . —50% . i
référence pour chaque site A~ (en rouge). L’ensemble des cavités considérées pour A
ne prend en compte que la plus petite cavité instantanée lorsque plusieurs sont assignées a
une méme conformation. Les cavités moyennes sont tronquées a 50 % d’apparition.

En d’autres termes, les points de grilles mis en valeur par les volumes rouges et bleus
sont présents dans la trajectoire plus de la moitié du temps. Les Site 2 (dengue_ AB)
et catalytique (EF) sont frappants. On distingue clairement que les deux cavités
moyennes ne se chevauchent pas totalement. En pratique, le lobe rouge qui déborde
du volume bleu a un volume de 119 A3 pour le Site 2 (dengue AB), et de 223 A3
pour le site catalytique (EF). Ainsi, dans plus de la moitié des conformations, le
site contient une cavité instantanée significativement plus large que le site lui-
méme. Dans la trajectoire de EF, cela s’explique par la présence de la forme inactive
dans la moitié des conformations de trajectoire dans laquelle le site catalytique est
déstructuré (présence hétérogeéne de grosses cavités). Pour ces cas particuliers, ni le
changement du seuil pour le partitionnement, ni le découpage des cavités (qui se
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base sur la poche de référence) ne permettraient de retrouver les sites, car il n’y a
pas consensus entre la dynamique des cavités instantanées et le volume recouvert
par la poche. Cette observation est spécifique a ces 2 sites (voir Annexe VII.1/p.202).
Le cas de la poche GNF-2 (abll) est différent. On notera que dans la structure
cristallographique (PDB : 3K5V) la molécule co-cristallisée dans le site, GNF-2, forme
une cavité unique et que les résidus de la poche de référence ont été sélectionnés a
partir de cette cavité. Le site est profond dans la protéine et la cavité moyenne de
la trajectoire de cavité de référence (en bleu) montre deux volumes, autrement dit,
la poche est en moyenne dans un état “écrasé”, scindée en plusieurs morceaux au
long de la trajectoire. Cela est confirmé par le Tableau IV.5/p.115 : 1,67 cavités de
la trajectoire de cavités de référence sont présentes en moyenne dans le site. Nous
avons calculé que dans les 1 000 conformations de la trajectoire d’abll, seulement
77 cavités instantanées recouvrent les deux volumes simultanément. Le site prét
a accueillir GNF-2 n’est donc “ouvert” que dans a peine 10 % de la trajectoire.
C’est insuffisant pour que le partitionnement attribue a ces 77 cavités une poche
consensus couvrant entierement le site. Cela explique pourquoi la poche consensus
de la GNF-2 a beaucoup de faux négatifs (5) par rapport au site de référence (cf.
Tableau IV.6/p.118 : les résidus prédits ne recouvrent que la moitié du site de
référence et n’englobent qu'un des deux volumes de la cavité moyenne). Cela met en
valeur un autre type de difficulté due au fait que les simulations ont été réalisées sans
ligand (forme apo) alors que le site de référence est calculé dans sa forme holo. Dans
le cas de la GNF-2 le site est déstabilisé et plus difficile a caractériser. Cela n’est pas
le cas de la poche SOG par exemple, qui reste dynamiquement bien formée malgré
I'absence de la molécule. En pratique, le site de la GNF-2 peut-étre correctement
caractérisé en diminuant artificiellement le nombre de groupes obtenu lors du
partitionnement (modification du seuil de partitionnement) mais au détriment du
suivi correct des autres sites : la meilleure méthode de partitionnement pour le site
de la GNF-2 correspond a celle de Rang 779 dans le Tableau IV.2/p.111 et a un
nombre de groupes deux fois inférieur a la méthode de Rang 1 (59 contre 127).
Ces sites “difficiles” a caractériser soulignent les discordances entre une définition
statique des sites, extraite d'une structure expérimentale fixe, et ce qui est observé
dans un contexte dynamique.

4.2 Données de référence

Comme indiqué dans une revue récente (Krone et al. [220]), contrairement a d’autres
domaines de recherche en bioinformatique (typiquement 'amarrage moléculaire et
la mesure d’affinité de liaison ligand/protéine) il n’existe pas de données de référence
consensuelles pour le calcul dynamique des cavités dans les protéines. En cela la
publication de notre jeu de données de trajectoires de cavités de référence pourrait
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permettre la comparaison objective de méthodes de suivi diverses. Pour un site donné,
la trajectoire des cavités de référence contient les différentes géométries du volume
inclus dans le site, sous forme d’ensemble de points de grille. Une méthode de suivi
des cavités analogue qui utiliserait une représentation différente pour les cavités,
par exemple des ensembles de sphéres, pourrait utiliser nos métriques (mesure du
volume, distance dge,) en traduisant leur représentation en point de grilles mkgridXf
(pour les sphéres, en ne considérant que les points de grilles mkgridXf présents
dans au moins une sphére). Une comparaison juste avec la trajectoire de cavités de
référence est alors possible (restreinte a des ensembles de points de grille).

Les limites de ces données de référence peuvent étre discutées. D’'une part, bien que
dynamiques, ces données de référence sont construites a partir de sites de référence
statiques. Les résidus sélectionnés pour les sites de référence sont pointés grace aux
ligands présents dans des structures cristallographiques, alors que les simulations
sont faites sans la molécule d’intérét (Xeonl-4 pour myoglobine, 5-Octyl-Glucoside
pour la dengue, Imatinib et GNF-2 pour abll). L’influence de la molécule sur la
conformation de la poche par rapport a sa forme libre est non négligeable, comme
discuté plus haut (Section 4.1/p.119). Un autre facteur d’ambiguités se trouve dans
la représentation sous forme de points de grilles des cavités instantanées. Le pas de
la grille (0,5 A) ne garantit pas une grande précision dans estimation du volume des
cavités. Les analyses communément réalisées a partir d'un suivi de cavités tendent
a évaluer des tendances (moyennes) d’évolution et en pratique le pas de 0,5 est
satisfaisant pour la plupart de nos applications (pour des analyses poussées de la
géométrie des cavités, mkgridXf reste gérable en temps de calculs a grd = 0,2 A).
Une autre difficulté, propre a toutes les méthodes de détection de cavités, se trouve
dans la délimitation entre la cavité et le solvant extérieur (bulk solvent), d’autant
plus lorsque le systéme est tronqué aux uniques résidus de la poche. Dans mkgridXf,
le parametre srou est utilisé pour ronger les cavités en surface et s’assurer qu’elles
sont suffisamment enfouies dans la protéine. Ce comportement a été neutralisé lors
du calcul des trajectoires de cavités de référence lorsque la poche est enfouie grace a
la paramétrisation du srou a 0 et la suppression des cavités satellites de la poche par
comparaison avec une autre exécution ou le srou a une valeur standard.

4.3 Opportunités pour la recherche de nouveaux
sites effecteurs

Dans ce travail, nous nous sommes focalisés sur la capacité de I'algorithme a iden-

tifier un petit nombre de cavités présentes dans les sites de référence. L’exemple

le plus probant est celui de la myoglobine pour laquelle les 5 sites de référence
sont clairement identifiés en méme temps. Pour rappel, la classification des cavités
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instantanées est globale, c’est-a-dire qu’en une seule itération du programme, ce ne
sont pas seulement les cavités de ces 5 sites qui sont partitionnées, mais I’ensemble
des cavités instantanées présentes dans les conformations de la trajectoire. En I'oc-
currence, 34 sites sont détectés dans la trajectoire de myoglobine, dont 18 cavités
transverses transitoires qui apparaissent dans moins de 25 % des conformations.
Le constat est similaire pour les 3 autres systémes étudiés, avec 89, 127 et 107
apparitions transitoires pour abl1, la protéine E du virus de la dengue et la protéine
EF de 'anthrax. Cette observation est en accord avec les résultats obtenus précédem-
ment : au cours de la dynamique, des cavités peuvent spontanément émerger dans
de nombreux locus de la protéine. Couplées a 'analyse mécanistique de la cible, ces
cavités transitoires pourraient supporter de nouvelles stratégies de conception de
modulateurs, par le biais de la caractérisation de sites allostériques. Par exemple,
une molécule pourrait cibler une cavité apparaissant spécifiquement dans un état
conformationnel de la protéine et en favoriser son état actif ou inactif.

Trajectoire  # Sites Fréquence d’apparition de la cavité
#<=1% #<=25% #>=75% #>=99%

Myoglobine 34 3 18 5 1

Abl1 123 12 89 6 0

Dengue E. 193 30 127 27 3

EF Anthrax 159 36 107 8 0

Tableau IV.7 Nombre de sites détectés et fréquence d’apparition d’au moins une cavité
(> 12 A3) dans le site. Pour les 3 premiers systémes 1 % d’apparition correspond a 10
conformations (sur 1 000 conformations) et 20 pour la protéine EF de la toxine de 'anthrax
(sur 2 000 conformations).

Il est important de rappeler que I'algorithme présenté ne garantit pas que les sites
détectés soient prét a accueillir une molécule thérapeutique (sites de liaison dits
druggable). Pour cela I'’étude des propriétés physico-chimiques du site est un com-
plément indispensable. On remarquera que notre spécification du site combine la
cavité transverse et sa poche consensus associée. Les atomes/résidus a l'interface
des sites sont donc connus et peuvent étre une aide pour I'évaluation de propriétés
déterminantes pour la liaison de petites molécules (hydrophobicité, aromaticité,
conservation de la séquence, etc.). Une évaluation de la druggabilité est aussi envisa-
geable par amarrage moléculaire et mesure d’affinité in silico des sites ainsi prédits,
comme réalisé dans la Partie V/p.131.

4.4 Remarques sur I'implémentation mkgridXf

Le programme mkgridXf implémente la détection des cavités ainsi que les options de
suivi des cavités optimisées dans le travail présenté ici. Des paramétres par défaut
facilitent la prise en main de l'outil. En I'occurrence, les options “~pdb FILENAME”,
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“~dcd FILENAME” et “~tracking” sont suffisantes pour obtenir un premier résultat.
Un plugin VMD permet de visualiser rapidement les trajectoires des cavités produites
en choisissant la représentation VMD “resid” pour discerner les cavités transverses
par des couleurs différentes. Un préalable au suivi des cavités et a la détection
des sites est de vérifier que les parameétres de détection des cavités instantanées
conviennent au systeme étudié. Typiquement, une réduction du rayon de la grande
sphere représentant le solvant extérieur (option “~rou”) va augmenter la segmen-
tation des cavités en surface, et faciliter leur suivi, au risque de supprimer des
cavités instantanées peu enfouies (exemple donné dans le chapitre suivant). Grace a
I’échantillonnage des cavités, mkgridXf peut prendre en charge des trajectoires de
taille quasiment illimitée (le temps de détection des cavités est linéaire en le nombre
de conformations a analyser). Le nombre de cavités échantillonnées fait augmenter
les temps de partitionnement au cube, il est donc conseillé de tester une exécution
avec un petit nombre, 3 000, 6 000, etc. (option “~msample 3000” par défaut) et
d’interpoler un échantillonnage maximal, raisonnable en temps de calculs. L’étape de
partitionnement hiérarchique est distribuée grace a la libraire OpenMP, ce qui facilite
l'augmentation du nombre de cavités échantillonnées (p.ex. 110 000 avec 20 CPUs
au laboratoire et option “~nthreads”). Le principal risque d’un sous-échantillonnage
est de manquer des cavités transitoires, qui seront alors réattribuées a des cavités
transverses potentiellement éloignées, mais ce cas est assez rare sur des systemes de
tailles modérées. Le seuil de partitionnement est a 0,5 par défaut (“~thresh”) mais
peut-étre modulé lorsque le suivi n’apparait pas satisfaisant. Un seuil plus grand
diminue le nombre de cavités transverses et forme des sites plus larges. Le role du
découpage est de segmenter les cavités en morceaux réassignés a la poche consensus
la plus proche. Le découpage des cavités est activé par défaut. Dans les cas extrémes
(protéines avec de longues cavités ramifiées) le découpage peut nuire a 'analyse de
la trajectoire, auquel cas il peut étre enlevé avec I'option “—nosplit” pour revenir a
un assignement standard par cavités instantanées.

Chapitre 4 Discussion

123



124

Suivi des cavités de la transition du
5 récepteur nicotinique

5.1 Choix de la trajectoire de transition

Nous profitons ici du travail réalisé dans la Partie I1I/p.47 sur la description du
mécanisme d’ouverture du canal ionique. La transition calculée lors de la série de
String of Swarms S4 a été jugée comme la plus pertinente selon un certain nombre
de critéres (voir la Discussion 4.3/p.81). La trajectoire de transition entre I’état actif
- canal ouvert, et I'état de repos - canal fermé contient 30 intermédiaires structuraux.
Afin d’élargir la diversité conformationnelle de la transition, nous avons concaténé
les groupes de structures de fin de trajectoires de Swarms de la 5¢ itération SoS,
soit un total de 30x32=960 conformations décrivant l'activation du récepteur. La
trajectoire est ensuite désolvatée pour la détection des cavités. Le RMSD (tout atome)
moyen aprés alignement sur la premiére est de 2,79 A. Le RMSD entre la premiére
et la derniére conformation est de 4,03 A.

5.2 Ajustement des parametres de détection de
cavites

Les parametres de mkgridXf ont été ajustés pour garantir une délimitation convenable
des cavités. Un exemple est donné dans la Figure IV.13/p.suiv. avec la sélection du
rayon de la grande sphére permettant de supprimer les points de grilles de cavités
situés dans le solvant extérieur (bulk solvent). Lorsque la sphere est trop grande, une
grosse cavité est détectée a I'intérieur du pore et agrége 'ensemble des petites cavités
a la surface du pore, ce qui rend leur discrimination beaucoup plus difficile. Les
parameétres de détection de cavités ont été choisis pour limiter cet artéfact tout en
garantissant la présence de cavités dans les sites allostériques répertoriés dans une
publication récente [36] (3 sites situés dans la partie extracellulaire, pointés dans
des co-cristaux d’une chimere a7 d’AChBP). Ce travail a été réalisé par Noélie Debs
lors d’'un stage de 3 mois dans le laboratoire. Le parametre du rayon de la grande
sphere rou a été choisi & 6 A. Un effet de bord est que lorsque la conformation du
canal est dans un état ouvert la cavité du pore n’y est plus détectée,. L’évolution du
pore centrale n’est pas prise en compte dans le reste des analyses présentées pour ce
travail.
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Figure 1V.13 Effet du parametre rou lors de la détection des cavités. Les cavités détec-
tées dans cette conformation (canal en état fermé) ont été calculées avec une valeur du rou
égale 2 6, 8 et 10 A. La variation du rayon de la grande sphére de détection de cavités ronge
plus ou moins la cavité centrale et segmente les cavités a la surface du pore.

5.3 Prise en compte de la symétrie de séquence

Nous avons tenu compte de la symétrie de séquence du récepteur nicotinique (5
sous-unités a'7) lors du partitionnement des empreintes. Du fait de la symétrie, des
cavités peuvent apparaitre dans des chaines différentes (ou a l'interface entre deux
chaines) mais dans des poches chimiquement similaires. L'implémentation de la
symétrie de séquence dans la méthode de suivi des cavités a été réalisée en modifiant
la formule de calcul des distances entre empreintes. Pour deux empreintes byres (ou
respectivement byatom) de cavités a et b, la distance d(a,b) devient :

dsym(a,b) = min d(a,shift(b,i))
i=1..N
ou N est le nombre de chaines, et shift(b,i) est obtenu en décalant les éléments du
vecteur d’empreinte de i fois le nombre de résidus (ou d’atomes) par chaine. Cette
définition impose la contiguité des atomes de chacune des chaines dans le fichier
PDB passé en entrée ainsi qu'une stricte identité entre les topologies des différentes
chaines (mémes type d’atomes, méme ordres des atomes), ce qui ne la rend pas
applicable, par exemple, a des hétéromeres. Lors du partitionnement, deux cavités
dans des sites similaires mais dans des chalnes différentes auront une distance
proche et pourront étre regroupées ensemble. La Figure IV.14/p.suiv. montre un
exemple de deux cavités transverses regroupant des cavités provenant de chaines
différentes. Apres le partitionnement, cela implique aussi une modification du calcul
de I'empreinte consensus. Pour chaque groupe d’empreintes G, 'empreinte fp"®/ € G
dont la contribution est la plus forte dans la premiere chaine sert de référence.
Alors :

1
= — Z shift(a,sel) avec sel = argmind(fp"®/, shift(a,i))

pCOnS G
#G) #G = i=1..N
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Figure 1V.14 Suivi des cavités avec prise en compte de la symétrie de séquence. Bien
que spatialement situées a des positions différentes du récepteur, ces cavités instantanées
(rouge ou bleu) sont placées dans des sites similaires.

ol #G est le nombre d’empreintes assignées au groupe G. Le réassignement des
cavités non classées se fait par recherche de la cavité consensus la plus proche avec
la distance dgy,.

5.4 Suivi des cavités et détection de sites

La structure du récepteur nicotinique possede 26 395 atomes. Pour accélérer le calcul
de la matrice de distance lors du partitionnement des empreintes de cavités nous
avons privilégié une définition des empreintes “par résidus” (byres) qui correspond
a la méthode de Rang 14 dans le Tableau IV.2/p.111 (partitionnement “UPGMA”,
distance “cosine”, seuil a 0,45). Toutes les empreintes présentes dans la trajectoire
ont été considérées pour le partitionnement. En pratique mkgridXf s’exécute en
7,05 heures en étant distribué sur 18 CPUs.

88 541 cavités instantanées sont détectées le long de la transition. A la fin du
partitionnement avec symétrie de chaines, 68 sites ont été détectés, soit 340 (68x5)
cavités transverses. Le découpage des cavités instantanées augmente légérement
le nombre de cavités a 90 395, soit en moyenne 94,2 cavités par conformations
(minimum : 75, maximum : 116). La Figure IV.15/p.suiv. montre que les cavités
apparaissent sur 'ensemble des régions de la protéine, que certaines cavités sont
transitoires (colorées en rouge) et que d’autres sont persistantes le long de la
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Figure 1V.15 Cavités moyennes et leur pourcentage d’apparition. Le pourcentage d’ap-
parition des cavités moyennes (seuil a 25 %) des 68x5 cavités transverses détectées le long
de la transition est renseigné par un gradient de couleur de rouge (0 %) a bleu (100 %).

transition (colorées en bleu). Seule 51 cavités transverses apparaissent dans plus
de 75 % des conformations de la trajectoire et a I'inverse, 179 moins de 25 %
du temps, et 55 moins de 1 %. Cette mobilité des cavités s’accompagne de larges
variations de leur géométrie. En fonction de I'état du récepteur, le volume accessible
au solvant de certains sites peut varier de prés de 100 A3, comme visible dans la
Figure IV.16/p.suiv.. Sur les 68 sites, 10 ont un volume moyen supérieur 4 100 A3 4

au moins un moment de la transition.
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Figure IV.16 Volumes moyens des sites par groupe de conformations décrivant la
transition. Les 10 sites dont le volume moyen est supérieur & 100 A3 sont tracés en couleur,
les autres en gris. Chaque volume est moyenné sur 32x5 cavités localisées dans un méme
site (groupe de Swarms x symétrie).
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Conclusions et perspectives

Dans cette partie, nous avons introduit une méthode de suivi dynamique des cavités
dans les trajectoires de protéines pour la détection de sites. En répertoriant et en
classant 'ensemble des cavités apparaissant dans les différentes conformations de
la trajectoire en fonction des groupes d’atomes qui les entoure, il est possible de
définir le contour des régions de la protéine présentant une interface cohérente avec
le solvant. Dans 10 cas sur les 15 sites testés, nous avons pu retrouver grace au
suivi dynamique des cavités une description du site proche de celle spécifiée par
des complexes cristallographiques ligand/protéine ou décrite dans la littérature. Les
cas les plus difficiles ont mis en valeur des différences intrinséques entre la vision
statique des sites définis par leur structure expérimentale et la vision dynamique
observée dans la dynamique moléculaire.

Ce travail souligne aussi I'extréme variabilité des cavités au cours des simulations
moléculaires. Des espaces de volumes significatifs se créent et évoluent suivant le
déplacement fin des atomes de la protéine. Comme montré dans une publication
récente au laboratoire [9], I'évolution des cavités est étroitement liée aux mouve-
ments fonctionnels des protéines. Leur analyse détaillée ouvre de nouvelles voies
pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires en jeu et pourrait faciliter la
recherche de nouvelles molécules thérapeutiques. Deux exemples concrets d’études
de la dynamique des cavités sont donnés en Figure IV.17/p.suiv. : la sélection de
conformations diverses de poches préalable a un docking moléculaire et I'étude
des réseaux de cavités. Deux délivrables conséquents ont été produits durant cette
thése. D’une part, le logiciel mkgridXf qui implémente le protocole de suivi des
cavités décrit dans les chapitres précédents. L’outil se charge de la détection et du
partitionnement des cavités. Lors de son développement, 'accent a été mis sur les
performances et la simplicité d’utilisation. Des parametres par défaut (dérivés de ces
travaux) ont été mis en place pour obtenir simplement un résultat de suivi pertinent
sur des trajectoires relativement larges telles que celles utilisées pour décrire la
transition du récepteur nicotinique (plus de 26 000 atomes et environ un 1 000
conformations). Un programme compagnon, mkread, et un plugin Python, PyMkgrid,
simplifient la manipulation et ’'analyse des fichiers de cavités. De plus, un plugin
VMD permet la visualisation directe des trajectoires de cavité. Ce programme sera
prochainement mis a disposition de la communauté scientifique. D’autre part, nous
proposons un ensemble de sites et de trajectoires de cavités de références pour 4
systémes de tailles variées : la myoglobine, le facteur cedématogene de I'anthrax, la
protéine d’enveloppe E de la dengue ainsi que la tyrosine kinase abl1. Indispensables
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A

Figure V.17 Exemples d’analyse de la dynamique des cavités. a. Sélection de poches
a la géométrie diverse. L’ensemble des cavités d'un méme site est extrait d’une trajectoire
moléculaire. Une analyse en composantes principales sur la géométrie des cavités [9] permet
d’extraire les principaux modes de variation des volumes considérés. Apres projection (ici
sur les 3 premiers modes d’'une analyse en composantes principales), les cavités peuvent
étre triées en différents groupes par similarité de forme. La sous-sélection de cavités repré-
sentatives de chacun de ces groupes (criteres énergétiques et autres) simplifie la prise en
compte exhaustive de la dynamique du site, par exemple, pour réaliser une campagne de
criblage virtuel par docking moléculaire. b. Analyse du réseau de cavités de la myoglobine.
Un suivi des cavités avec découpage permet de discerner deux cavités présentes dans des
sites distincts mais spatialement jointes. Un graphe dont les noeuds représentent chaque site
et dont les arrétes sont pondérées par le nombre d’évenements de fusion entre les sites peut
alors étre construit (cf. les billes et les tubes dans la figure). Sur de longues dynamiques
de protéine il devient possible, par exemple, de mesurer la probabilité d’accessibilité d'une
poche enfouie avec le solvant extérieur.

a I’évaluation de notre méthode, ces données de référence pourraient étre utilisées
pour comparer la pertinence des futurs outils de suivi de cavités.

Finalement, dans le chapitre précédent, nous avons pu appliquer la méthode de
suivi des cavités a la transition du récepteur nicotinique. Comme pressenti, les
cavités y sont nombreuses et labiles. 68 sites ont été répertoriés et seront utilisés
comme support pour 'amarrage moléculaire de molécules effectrices. Nous verrons
de plus que les variations moyennes de la géométrie des poches au fil du mouvement
fonctionnel peuvent nous aider a identifier des sites potentiellement effecteurs du
récepteur.
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Recherche de sites effecteurs du recepteur
nicotinique

Les mécanismes de modulation du récepteur nicotinique sont encore peu
connus. Bien qu'un nombre important de molécules effectrices ait été
découvert, leurs modes d’action, en particulier lorsqu’elles se situent hors
du site principal orthostérique, sont obscurcis par le manque de struc-
tures expérimentales en complexe avec la protéine. Nous proposons dans
cette partie d’utiliser les modeles de transition construits dans les par-
ties précédentes comme support pour 'amarrage moléculaire de petites
molécules effectrices. L’estimation in silico de I'affinité ligand/récepteur
pourrait alors nous aider a discerner un site de liaison probable. Cette
approche a été calibrée sur un ensemble divers de molécules de référence
pour lesquelles le site de liaison est déja connu. L’analyse de I'évolution
des cavités lors de la transition allostérique o7 nous a permis d’identifier
6 sites potentiellement impactés par le changement conformationnel,
parmi lesquels 4 sont déja la cible de modulateurs allostériques dans des
récepteurs homologues. Une poche située dans la partie transmembra-
naire du récepteur, a I'interface des sous-unités adjacentes, est prédite
comme site de fixation de 4 modulateurs allostériques. Ces résultats, en
accord avec les données expérimentales disponibles, ouvrent la voie au
dessin et a I'optimisation de nouvelles molécules thérapeutiques ciblant
le mécanisme d’activation du récepteur.
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Introduction

Les récepteurs nicotiniques peuvent étre modulés par de nombreuses molécules
associées a une multiplicité de réponses fonctionnelles. Les agonistes activent le
récepteur, les antagonistes bloquent le passage des ions, les modulateurs allostériques
altérent subtilement les mécanismes de transition entre états ouvert, de repos
ou désensibilisé. Nous considérerons ici les modulateurs du récepteur de sous-
unités a7.

L’acétylcholine est ’'agoniste endogéne de tous les sous-types de récepteurs nico-
tiniques. La fixation de l'acétylcholine dans un ou plusieurs sites orthostériques
provoque I'activation et 'ouverture associée du canal du récepteur. D’autres molé-
cules naturelles ont de telles propriétés, comme la cytisine, la nicotine et I'épibatidine.
Des agonistes synthétiques ont aussi été découverts : le PNU-282987 est un agoniste
spécifique du récepteur a7 [246, 247], A-844606 agoniste partiel [248], tout comme
GTS-21 qui est aussi antagoniste faible des récepteurs a4/32 [249]. Les antagonistes
compétitifs bloquent I'activation du récepteur en se fixant dans le site orthostérique
en lieu et place des molécules agonistes. L’inhibition produite est alors plus ou moins
prononcée en fonction de la concentration d’agonistes présente simultanément lors la
mesure d’activité du récepteur. La méthyllycaconitine (MLA) est un antagoniste com-
pétitif réversible et spécifique du récepteur a7 [250]. A linverse, I'a-bungarotoxin
a une tres forte affinité pour les nAChRs et met ainsi plus de temps a se dissocier
du site orthostérique (antagoniste quasi irréversible) [251]. Une autre catégorie de
molécules effectrices comprend les modulateurs allostériques. Les PAM (Positive Al-
lostérique Modulateurs) augmentent la réponse du récepteur aux agonistes. Les PAM
dits de type I, tels que NS-1738, CCMI, ou encore l'ivermectine facilitent I'activation
du récepteur mais n’ont pas d’impact sur la vitesse de désensibilisation. Les PAM de
type II comme le PNU-120596 ou le TQS inhibent la désensibilisation du récepteur
ce qui a pour conséquence une augmentation prolongée de I'efficacité des agonistes.
On notera aussi 'existence d’antagonistes non-compétitifs (NAM, Negative Allosteric
Modulators) qui permettent le blocage des ions indépendamment de la concentration
de I'agoniste en se fixant dans des sites distincts du site orthostérique comme la
mecamylamine qui se fixe probablement dans le pore [252]. Des molécules se liant
dans des sites allostériques mais dénuées d’effets modulateurs (SAM, silent allosteric
modulator) ont aussi été découvertes et peuvent modifier les cinétiques de liaison
d’autres modulateurs allostériques [253]. Une revue complete des modulateurs du
récepteur nicotinique est donnée dans les références [254] et [17].
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Malgré cette large palette de molécules effectrices, trés peu des molécules ayant
pour cible principale les récepteurs nicotiniques ont jusqu’ici été approuvées par les
autorités de régulation de médicaments [255]. La place déterminante du récepteur
dans la fine régulation de la transmission synaptique rend difficile le développement
de nouvelles molécules non toxiques pour 'organisme [256, 257]. L’absence de
données structurales et le manque de connaissance du mode d’action des molécules
connues sont un frein a la découverte et a 'optimisation de nouveaux effecteurs.

Nous explorons dans cette partie la propension de nos modeles de transition a
pouvoir lier des molécules effectrices du sous-type 7. Nous utilisons les sites précé-
demment définis par le suivi dynamique des cavités comme support pour placer et
mesurer l'affinité in silico de ces molécules (algorithmes de docking) dans 'ensemble
des conformations de poches définies par les intermédiaires structuraux de la transi-
tion. L’analyse différentielle des poses devrait permettre de localiser le ou les sites
d’interaction les plus probables.

Ce travail doit nécessairement prendre en compte les spécificités du récepteur et des
modeles de transition :

1. 90 395 cavités (réparties dans 68 sites) ont été détectées parmi les 960 conforma-
tions du chemin de transition, soit autant de docking a exécuter par molécule.

2. L'interaction principale permettant la liaison des effecteurs dans la poche orthos-
térique est assurée par une somme d’interactions cation-w [37].

3. Les modeéles conformationnels sont issus de simulations moléculaires.

4. Des environnements moléculaires tres différents, aqueux et lipidiques, entourent
les différents domaines du récepteur.

Le premier point nous contraint a choisir des algorithmes de docking rapides faisant
nécessairement des concessions sur la précision des fonctions de score de I'affinité
ligand/protéine. En particulier, les interactions cation-m, soulevées par le point (2.)
sont tres souvent omises par ces algorithmes. Le chapitre 2 décrit la prise en compte
de l'interaction cation-m dans le programme de docking LeadIT-FlexX [258]. Dans le
chapitre 3, une approche de docking global, sur 'ensemble des conformations et des
sites de la transition, est mise a I'épreuve sur un ensemble d’effecteurs dont le site de
liaison est suggéré par I'existence de poses cristallographiques dans des récepteurs
homologues. Beaucoup de méthodes de mesure d’affinité de liaison sont calibrées a
partir de structures obtenues par co-cristallisation (3.) et pour des complexes solvatés
en milieux aqueux (4.). Pour identifier la configuration optimale pour le récepteur
nicotinique, 4 programmes de docking, ainsi que 9 fonctions de score d’affinité ont
été confrontées aux données de référence. Finalement, dans le chapitre 4, nous
analysons I'ensemble des sites observés dans la dynamique de transition «7. Les sites
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significativement impactés par le changement conformationnel pourraient avoir un
effet de levier allostérique lorsqu’ils sont liés a une petite molécule. De plus, le cha-
pitre 4 rend compte des sites de liaisons prédits pour des modulateurs allostériques
dont la localisation est largement débattue par la communauté scientifique.
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Ajout de l'interaction cation-7 au
programme FlexX

Le site orthostérique des récepteurs nicotiniques, comme ’ensemble des récepteurs
a boucle Cys, est riche en résidus aromatiques [259]. La configuration de la poche
spécifique au pentamere de sous-unité a7 est relativement bien connue grace aux
structures cristallographiques d’Acétylcholine Binding Proteins (AChBP) dont la
partie extracellulaire est partiellement mutée pour ressembler a 'a7 (p.ex. [35, 36,
85]) : deux tyrosines sur la boucle C, une autre sur la boucle A, un tryptophane
sur la boucle B et un deuxiéme sur la boucle D de la sous-unité complémentaire.
Cette “boite aromatique” joue un rdle critique dans la reconnaissance des ligands
par le site [37, 260-262]. Typiquement, un groupe ammonium quaternaire chargé
positivement porté par le ligand interagit de facon non covalente avec les électrons
délocalisés des groupements aromatiques. La contribution énergétique d’une telle
interaction se situerait entre 1 et 4 kcal/mol, ce qui la rend non négligeable et
comparable a des liaisons hydrogenes ou a un pont salin [263].

L’estimation rigoureuse in silico de la contribution associée a I'interaction cation-
m nécessite des calculs de mécanique quantique [261]. Cependant la complexité
des calculs rend impossible I'évaluation énergétique des systemes moléculaires
complexes. Dans les champs de force de dynamique moléculaire non polarisables
(charges fixées sur le centre des atomes), la contribution des interactions cation-m
est généralement prise en compte par le potentiel électrostatique. Par exemple, dans
le fichier de topologie du champ de force CHARMMS36, le noyau aromatique des
tyrosines est constitué d'un anneau de carbones chargés négativement entouré par
des hydrogénes chargés positivement. Cette paramétrisation produit un moment
quadrupole qui approxime I'interaction avec les cations [264, 265]. Lorsqu’il s’agit
d’évaluer rapidement l'affinité de petites molécules dans des dizaines de milliers de
poches, des fonctions de score empiriques sont plus communément employées. Ces
fonctions sont usuellement représentées comme la somme pondérée des contribu-
tions majeures de I'affinité (nombre de liaisons hydrogénes, d’interactions lipophiles,
décompte des collisions entre les atomes, etc.) et ignorent le plus souvent les in-
teractions sous-représentées dans les données structurales expérimentales comme
les cation-7 [266]. Ainsi, de tous les outils de docking testés (Autodock Vina, FlexX,
DOCK®6), aucun ne prend en compte explicitement les interactions cation-.

Il s’agit dans cette section d’incorporer l'interaction cation-r dans le programme
de docking FlexX. Pour simplifier cette paramétrisation, 'interaction est considérée
comme étant unidirectionnelle : le cation est toujours porté par le ligand et 'anneau
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aromatique par les résidus de la protéine cible. L’objectif est ici de proposer une
paramétrisation basique adaptée a la boite aromatique du récepteur nicotinique.

Ce travail (implémentation, paramétrisation et évaluation) a été réalisé avec Laura

Ortega-Varga, doctorante au laboratoire.

2.1 Matériels et Méthodes

2.1.1 Implémentation technique

Les modifications apportées aux fichiers de configuration de FlexX sont rapportées
en Annexe D.1/p.204. En résumé, un premier motif d’interaction est créé pour
correspondre a un ion ammonium. Pour rendre l'interaction unidirectionnelle, les
groupements ammoniums des acides aminés lysine et arginine sont exclus par le
biais d’une sélection en notation SMARTS [267]. Les points d’interaction avec les
motifs structuraux de la protéine sont représentés sur la surface d'une sphére de
4,5 A de rayon centré sur 'atome d’azote. Le second motif d’interaction identifie les
anneaux de 6 carbones des résidus phénylalanine, tyrosine et tryptophane ainsi que
la fonction pyrrole de ce dernier. Les points d’interaction avec le ligand sont placés
sur intersection d’une sphére de 4,5 A de rayon et d’'un cone d’ouverture égale 2
2 x 35° (voir Figure V.1/p.suiv.).

Lorsqu’un point d’interaction du cation est occupé par le centre du motif d’inter-
action des anneaux de carbone et réciproquement, alors une interaction cation-m
est comptée et contribue pour 0,75 kcal/mol a I'affinité ligand/protéine (énergie
pouvant varier en fonction de la distance entre les deux centres d’interaction). Dans
les fichiers de configuration cette énergie est négative, et donnée en kJ/mol, soit
-3,138 kJ/mol.

2.1.2 Jeu de données de référence

Le placement de molécules dans la poche orthostérique de canaux ioniques a été
évalué a l'aide des structures de complexes ligand/protéine cristallographiques : des
agonistes, la nicotine (NCT - nAChR a4/32, PDB : 5KXI), la cocaine (COC - AChBP
Aplysia Californica, PDB : 2PGZ) et 'antagoniste MLA (MLA1 et MLA2 respective-
ment issus d’une chimeére AChBP-a4a5 - données internes, et une chimere AChBP-7,
PDB : 3SI0). On notera que chacune de ces 3 molécules possede 'ammonium chargé
nécessaire a I’établissement d’une liaison cation-7. Deux interfaces ont été sélection-
nées pour chaque molécule : les chaines AB et DE pour NCT, AB et DE pour COC, ED
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Figure V.1 Incorporation de l'interaction cation-r dans FlexX. a. Motifs structuraux
définissant l'interaction cation-r. Lorsque le centre de la sphere d’interaction d’un cation du
ligand s’aligne sur la section de sphére définie pour le groupement aromatique d’un résidu
de la protéine, une contribution cation-r est ajoutée a la fonction de score FlexX. b. Cette
pose de la nicotine dans la boite aromatique d’'une chimeére a7 d’AChBP montre une double
contribution cation-7 du ligand avec un tryptophane et une tyrosine. Les petites croix placées
dans les tranches de spheres définissent les points d’ancrage pour le positionnement de la
molécule par 'algorithme de docking.

et BA pour MLA1 et JI et GF pour MLA2. Nous avons ainsi a disposition 8 confor-
mations de la poche orthostérique ainsi que les poses produites cristallographiques
associées. Parallelement, la structure 3D des ligands a été extraite d'une base de
données de fragments de modulateurs nicotiniques congue au laboratoire par Laura
Ortega-Varga. Nicotine, cocaine et MLA y sont présentes en deux énantioméries
différentes.

2.1.3 Docking avec FlexX

FlexX a été paramétrisé pour placer la nicotine, la cocaine et le MLA dans leurs
poches orthostériques cristallographiques. Les conformations réceptrices sont pré-
parées avec la suite Leadit (v2.2.0), parametres par défaut. La définition du site de
liaison, en I'occurrence le site orthostérique, a été établie manuellement pour chaque
systéme. Cette sélection recouvre au minimum 'ensemble des résidus conservés et
déterminants pour la liaison dans le site (cf. figure 15.2 de la référence [268]). FlexX
est utilisé avec sélection automatique des fragments de base (“selbas a”), placement
standard des fragments de base (“placebas 3”), reconstruction de tous les fragments
(“complex all”) et ré-optimisation des 50 premiéres poses avec ré-ordonnement en
fonction des scores (“optimize 1-50 5 1000 y”). Seules les 10 meilleures poses sont
sauvegardées sur disque. Chacune des poses peut ensuite étre comparée au ligand
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cristallographique de référence par calcul de RMSD entre coordonnées atomiques,
sans prise en compte des atomes d’hydrogenes.

2.2 Résultats

2.2.1 Calibration de la contribution

La paramétrisation d’'une fonction de score de docking est un travail minutieux
et complexe du fait de 'intrication des termes pris en compte. L’ajout d’un terme
supplémentaire nécessiterait idéalement une repondération de 'ensemble des termes
de la fonction empirique, ce qui n’a pas pu étre fait ici. La philosophie privilégiée
a été d’attribuer un poids minimal a cette nouvelle interaction mais suffisant pour
obtenir des poses correctes. La Figure V.2 montre 1’évolution de la qualité des poses
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Figure V.2 Qualité des poses de docking en fonction de la contribution énergétique
associée a l'interaction cation-w. L’abscisse () est associée a une configuration de FlexX
dépourvue de l'interaction cation-r alors que pour l'abscisse O l'interaction existe et a
une énergie associée nulle. Graphe 1 : Nombre de poses (/160) dont le RMSD a la pose
cristallographique associée est inférieur 4 3 A. Graphe 2 (resp. 3) : RMSD moyen sur les
16 dockings, de la pose de meilleur score FlexX (resp. de la pose la plus proche de la pose
cristallographique) par rapport a la pose cristallographique.

obtenues en fonction de I'énergie attribuée a I'interaction cation-w. 160 poses sont
récupérées pour chacune des 16 séries de docking (4 structures x 2 interfaces x 2
énantiomeres x 10 poses). La premiére remarque concerne la différence observée
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entre un docking avec la version originale de FlexX et FlexX avec cation-7 mais dont
la contribution énergétique est nulle (abscisses ) et O sur le graphe). Le nombre de
poses & une distance inférieure 4 3 A de la pose cristallographique passe de 9 & 15
par la simple définition des motifs d’interaction cation-7. Ceci s’explique par I'ajout
de nouveaux points d’interactions utilisés lors du placement du ligand. L’espace
conformationnel exploré par les molécules est alors élargi et permet a FlexX de
sélectionner des poses précédemment inaccessibles. L’augmentation progressive de
la contribution énergétique s’accompagne d’une augmentation nette du nombre de
poses satisfaisantes, passant de 15 4 62 poses (sur 160) a 1,5 kcal/mol. A 1 kcal/mol
les poses les plus proches dans chacun des 16 dockings sont en moyenne a 2,1 A, ce
qui reste satisfaisant sachant que la moitié des poses proviennent du placement du
MLA qui est une molécule relativement grosse (49 atomes lourds). A linverse, le
RMSD moyen des poses de meilleur score est prés de deux fois plus éloigné (3,7 A
a 1 kcal/mol), peu importe la valeur de I'’énergie apportée par les cation-7. Cela
remet en cause la capacité du programme de docking a trouver LA meilleure pose
en se basant sur son score d’affinité FlexX et encourage l'utilisation complémentaire
d’outils spécialisés pour réévaluer les poses de docking. 1l est intéressant d’observer
que lorsque la valeur associée a l'interaction est trop forte (> 1,5 kcal/mol) le
nombre de poses inférieures & 3 A des poses cristallographiques tend & diminuer
(passant de 62 a 1,5 kcal/mol a 47 pour 2,5 kcal/mol). On peut faire 'hypothese
qu’un poids trop fort placé sur I'interaction cation-m force le cation ammonium a

étre dans une position idéale et perturbe le placement du reste de la molécule.

Nous avons choisi une énergie d’interaction a 0,75 kcal/mol, comme choix le plus
neutre vis-a-vis du reste de la fonction de score, et garantissant un enrichissement
satisfaisant des poses trouvées par FlexX dans la poche orthostérique du récepteur.

2.2.2 Enrichissement des poses satisfaisantes

La Figure V.3/p.suiv. montre la distance RMSD de chacune des 160 poses prédites
a sa pose cristallographique, obtenues avec la version originale de FlexX et FlexX
avec cation-r. Lorsque I'interaction n’est pas définie seul le systéme nicotine/«4/32
montre des poses inférieures de 1 A. Les autres systémes obtiennent des poses
extrémement éloignées (> 6 A RMSD) ce qui montre l'incapacité de FlexX a explorer

des régions de I'espace des poses compatibles avec les poses cristallographiques.

Lorsque l'interaction cation-m est ajoutée, des poses tres proches des co-cristaux
(< 1 ARMSD) sont trouvées pour chacun des 4 systémes, méme pour la molécule
MLA, dont le nombre de degrés de libertés est plus grand. D’autre part, une certaine
diversité conformationnelle semble préservée puisque des poses éloignées sont
encore présentes dans les docking MLA 1 et 2 et cocaine.

Chapitre 2 Ajout de l'interaction cation-w au programme FlexX
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Figure V.3 Distance RMSD a la pose cristallographique pour chacune des 160 poses
générées par les dockings. A gauche avec la version originale de FlexX, et & droite aprés
incorporation de l'interaction cation-7 (avec contribution énergétique a 0,75 kcal/mol). La
couleur des points met en valeur les 10 poses d'un méme docking, soit 4 couleurs différentes
(2 interfaces x 2 énantiomeres) pour chaque molécule.

0

2.3 Discussion

L’ajout de l'interaction cation-7 au programme FlexX est prometteur puisqu’il permet
de prédire des poses pertinentes qui n’étaient pas accessibles auparavant. Au-dela
de l'addition du terme de l'interaction dans la fonction de score, c’est 'insertion de
nouveaux points d’ancrage dans 'algorithme de recherche de FlexX qui permet d’at-
teindre des régions précédemment inexplorées de la boite aromatique du récepteur
nicotinique. Il faut rester prudent sur la généralisation de cette méthode a d’autres
protéines puisque les tests présentés sont spécifiques a la poche orthostérique des
récepteurs nicotiniques, ne comptent pas de controles négatifs (c’est-a-dire tester
qu’une molécule connue pour ne pas se lier a la poche orthostérique ne s’y place pas)
et n'incluent pas un nombre suffisant et divers de molécules. Ce travail sera utilisé
dans le chapitre suivant pour le docking global sur la transition de 'a7. En particulier,
d’autres analyses seront faites montrant la pertinence de FlexX avec cation-7 pour le
placement de ligand sur des conformations du récepteur non cristallographiques.
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Docking global sur la transition

De petites molécules effectrices sont choisies et positionnées sur la totalité des
conformations et des poches détectées dans la transition a7 par le suivi des cavités
décrit dans la Partie IV/p.85. L’analyse des poses de meilleures affinités pourrait
alors étre une aide a I'identification d’un site de liaison probable, ainsi que des modes
de positionnement privilégiés par la molécule. Le travail présenté dans ce chapitre
dessine les contours de cette approche et tente d’en définir les limites actuelles et les
améliorations futures nécessaires.

Le premier objectif est de définir un protocole de docking des molécules qui soit
acceptable en temps de calculs. Ce docking s’applique aux 960 conformations des 68
sites détectés dans chacune des 5 chaines du récepteur. En pratique, cela représente
90 395 poches du récepteur a traiter, et cela pour chacune des molécules testées.
De telles quantités de calculs nécessitent de faire des concessions sur la précision
des algorithmes d’amarrage moléculaire ainsi que sur les fonctions de score utilisées.
Nous verrons en particulier, que la ré-optimisation et le rescoring des poses de
molécules permettent d’améliorer la performance des résultats. FlexX, Autodock
Vina, UCSF DOCKG6 sont comparés pour la partie docking, et les fonctions de score
Hyde, RF-score-vs, Cyscore, Smina, et XedMin pour le rescoring des molécules.

Le deuxiéme objectif est d’évaluer la pertinence de 'approche au vu des données
structurales et outils disponibles actuellement de docking/scoring. Pour estimer la
pertinence des docking, nous avons préparé une sélection diverse de molécules
connues pour étre effectrices sur le récepteur de sous-unités o'7. Des agonistes (lobé-
line, acétylcholine, nicotine, épibatidine), un antagoniste (MLA), et des modulateurs
allostériques (5 fragments [36], ivermectine, NS1738, PNU-120596, 1Y-2087101,
CCMI). Les données structurales concernant ces molécules sont clairsemées. Pour
notre recherche de sites de liaisons, la donnée la plus significative est le complexe
ligand/protéine obtenu expérimentalement par cristallographie aux rayons X sur un
récepteur homologue. Comme aucune structure cristallographique du récepteur de
sous-unité o7 n’a été publiée, nous réalisons des comparaisons avec des récepteurs
homologues. La lobéline ainsi que les 5 fragments allostériques ont été co-cristallisés
sur une chimere AChBP (lymnae stagnalis) mutée a 71 % en récepteur a7 [36].
L’épibatidine est présente avec une chimeére o7 AChBP (lymnae stagnalis) qui partage
64 % d’identité avec le récepteur o7 [35]. La molécule MLA est présente sur une
chimére AChBP (Aplysia Californica) dont le site agoniste est muté en o7 [85]. La ni-
cotine est disponible dans un cocristal avec le récepteur 432 (nAChR Humain) [34].
Enfin, I'ivermectine est visible dans le récepteur GluCl (spodoptera frugiperda) [43].

Chapitre 3 Docking global sur la transition
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Alors que le positionnement de I'agoniste lobeline sur la chimére a7 est probable-
ment proche de celui d'un o7 humain, il faut étre plus prudent pour les structures
plus distantes comme le récepteur GluCl pour lesquelles ni le site de liaison, ni
la pose ne peuvent étre assurément similaires. Pour des modulateurs allostériques
comme NS1738, PNU-120596 et I'Y-2087101 la localisation du site de liaison est
encore floue, et reste 'objet de débats au sein de la communauté scientifique [78,
80, 269] bien que de nombreuses études supportent une localisation dans la partie
transmembranaire [270-273].

3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Préparation des molécules

Les molécules proviennent d’'une chimiothéque virtuelle développée dans le labora-
toire par Laura Ortega-Varga en callaboration avec D.Joseph (Université Paris-Sud)
et P.J. Corringer (Institut Pasteur, Paris). Chaque molécule de la base de données a
été préalablement traitée par la succession des opérations suivantes :

- Génération des stéréoisomeres (Corina Classic [274])

- Attribution de 'état de protonation, a PH=7 (MarvIn [275], Open Babel [276])
- Génération de la structure 3D (Corina Classic [274])

- Distribution des tautomeres (Indigo [277], Marvin [275])

- Optimisation de la géométrie par minimisation énergétique (Chimera [278])

Chacune des molécules est convertie dans I'un des 3 formats utilisés par les ou-
tils de docking testés : format sdf pour FlexX (Open Babel), format PDBQT pour
Autodock Vina (script “prepare_ligand4.py”, MGLTools [279]), et mol2 pour UCSF
DOCK6 (Chimera).

3.1.2 Docking

90 395 cavités sont détectées dans 'ensemble des intermédiaires structuraux de la
transition a7 et répartis dans 68 sites. Les cavités sont utilisées pour guider le docking
des molécules. Ainsi, 90 395 dockings sont nécessaires. Comme chaque docking peut-
étre réalisé indépendamment des autres, les calculs sont systématiquement distribués
sur le cluster de calcul du laboratoire.

Pour chacune des poches, le centre et le rayon de 10 sphéres maximisant la circons-
cription des points de grilles de la cavité associée sont calculés (centres déterminés
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par partitionnement des points de grille avec la méthode des k-moyennes). Ces
spheres sont utilisées lors des amarrages pour garantir que les poses trouvées che-
vauchent un minimum la cavité, ce qui facilite 'analyse des résultats site par site.

La paramétrisation de chacun des outils d’amarrage moléculaire est maintenant
décrite et correspond au docking d’'une molécule dans une des conformations d’'un
site, pour laquelle nous souhaitons générer et sauvegarder 10 poses.

FlexX [258] La poche du site actif (les résidus autorisés a former des interactions
avec les ligands) est composée des résidus de la poche consensus (seuil “byres” > 3)
et étendue aux résidus & moins de 3 A d’un de ces résidus & au moins un moment de
la trajectoire. La conformation globale du récepteur est aussi tronquée, et ne contient
que les résidus & moins de 12 A de la poche consensus & au moins un moment de la
trajectoire. FlexX est exécuté avec les parametres “selbas a”, “placebas 3”, “complex
all”. Une regle FlexX-Pharm est utilisée pour supprimer les molécules dont au moins
un atome ne se trouve pas dans I'une des 10 sphéres circonconscrivant la cavité.
Les molécules restantes sont réoptimisées individuellement avec I'option “optimize
1-100 3 1000 n” et triées. Finalement, seules les 10 poses de meilleurs scores sont

sauvegardées.

FlexX+cm Parametres identiques a ceux décrits pour FlexX et ajout des fichiers de
configuration comprenant l'interaction cation-r définie dans le chapitre précédent.

Autodock Vina (x1 et x2) [280] La conformation entiere du récepteur est préa-
lablement convertie au format pdbqt grace au script “prepare_receptor4.py” des
MGLTools [279]. L’espace de recherche est inclut dans la plus petite boite rectangu-
laire pouvant contenir la cavité et élargie de 5 A sur chaque coté. L’exhaustivité de
recherche (option “exhaustiveness”) est paramétrée a 1 (x1) ou a 2 (x2), le nombre
maximal de molécules a placer (“num_modes”) a 100, et la graine aléatoire (“seed”)
est arbitrairement choisi a 42. Apres docking, seule les 10 meilleures poses intercep-
tant au moins une des 10 sphéres circonscrivant la cavité sont sauvegardées.

UCSF DOCKG6 [281] Comme pour FlexX, le récepteur est tronqué a 12 A de la poche
consensus de la cavité. Un script UCSF Chimera prépare le récepteur (ajout des
hydrogenes, assignation des charges partielles, etc. par DockPrep [282]), et calcule
sa surface moléculaire (fonction MSMSModel, aprés suppression des hydrogenes).
Les spheres chevauchantes représentant 'image négative du récepteur sont classi-
quement calculées avec “sphgen”, puis filtrées de telle sorte que seul les sphéres
chevauchant I'une des 10 spheres circonscrivant la cavité soient gardées. Une boite
rectangulaire contenant les sphéres précédemment sélectionnées est calculée avec
l'utilitaire “showbox” (avec marge supplémentaire de 5 A). Ensuite “grid” calcule
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la grille utilisée pour la fonction de score DOCK. Finalement “dock6” est exécuté
pour placer de facon flexible le ligand dans le récepteur rigide et retenir les 10
meilleures poses selon le GridScore. Le GridScore est ici utilisé pour évaluer I'affinité
des poses.

3.1.3 Rescoring des poses

Une fois que les 10 poses de docking ont été calculées pour chaque conformation
de poche, nous réévaluons individuellement leur score d’affinité pour le récepteur
grace a des programmes de rescoring. Les noms de programmes précédés du signe
“*” réoptimisent localement la géométrie des poses. Dans tous les cas de figure, la
conformation du récepteur nicotinique considérée est celle utilisée pour le placement
initial de la pose a évaluer. Pour une méthode de rescoring donnée et une molécule,
la pose de “meilleur score” correspond a la pose dont I’affinité mesurée pour le

récepteur nicotinique est la plus forte selon 'unité de mesure considérée.

* Hyde [283] Le programme Hyde est disponible dans la suite SeeSAR (en version 7
datée du 19/10/2017) et peut étre utilisé en ligne de commande. La conformation du
récepteur est tronquée comme expliqué pour les amarrages FlexX. Le score d’affinité
est donné par un intervalle logarithmique entre deux K; (en nanomolaires). Le
milieu de I'intervalle a été choisi comme score.

RF-score-vs [284] L’exécutable RF-Score-VS 1.0 est disponible sur le dépot Github
du projet [285]. La conformation du récepteur entier est passée en parametre. Le
score “RFScoreVS_v2” est récupéré en sortie du programme.

Cyscore [286] Le binaire Cyscore a été utilisé en version 2.0. La conformation du
récepteur entier est passée en parametre.

* Smina [287] - Vinardo [288] / Vina [280] / Autodock4 [279] Smina est une réécriture
du logiciel Autodock Vina 1.1.2. La version utilisée est celle publiée le 9 Novembre
2017 sur le site SourceForge a 'adresse renseignée en référence [289]. Plusieurs
fonctions de score y sont implémentées : la fonction de score Vinardo [288], la
fonction de score d’Autodock Vina [280], ainsi que la fonction de score d’Autodock
4 [279]. La conformation du récepteur entier est passée en parametre avec 'option
“~minimize” pour réoptimiser la géométrie du ligand dans la poche du récepteur.

* XedMin [290] Le programme XedMin (v3.2.0.24585) fait partie de la suite d’outils
XedTools3.0 fournie par la société Cresset en version académique. Une conformation
tronquée du récepteur a été préparée comme spécifié pour la configuration du
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docking FlexX, suivi du calcul des charges formelles et protonation du récepteur
et du ligand avec le binaire XedConvert. Le score fourni par XedMin correspond a
I’énergie du complexe apres convergence de l'algorithme de minimisation.

* Xedmin repondéré (p) Des pondérations alternatives du terme électrostatique du
champ de force XED ont été testées. L’énergie totale du complexe ligand/protéine
est donnée par la formule :

Eiotale = Eglec. + Evaw + Eliaisons + Eangles

ou Fyge. est un terme électrostatique (énergie de Coulomb), Fy 4 I'énergie des
interactions de Van Der Waals, Ejizisons €t Fangles 1€ termes d’interaction d’atomes
liés, i.e énergie des liaisons et énergie des angles entre liaisons. Le détail du calcul
de ces termes est peu documenté et ne sera pas décrit dans ce travail. Nous étudions
I'influence d’un parametre [, sur 'énergie totale Eiyye :

Etotale = Eelec. X lp + Evaw + Eliaisons + Eangles

1, Si P, n’est pas dans la membrane
avec: l, = -

p, Si P, est dans la membrane
ol p est un réel positif, et P, la moyenne arithmétique de la coordonnée z des atomes
de la pose P. P, est située dans la membrane si sa valeur est comprise entre -15 et

o . \ Ve . . A

10 A sur 'axe des z, ce qui correspond a la région transmembranaire dans la boite
de simulation des conformations du récepteur tronqué a 10 A c6té intracellulaire en
raison de la présence de molécules d’eau a la proximité du pore. Bien que la valeur
absolue Fy,e ne soit plus cohérente avec la paramétrisation initiale du champ
de force, nous n’étudions que sa valeur relative lors de la sélection de la pose de
“meilleure score”.

3.1.4 Molécules de références

Les co-cristaux utilisés pour calculer les poses de référence sont rapportés dans
le Tableau V.1/p.suiv.. La pose cristallographique et les sous-unités spécifiées sont
extraites du fichier PDB téléchargé de la Protein Data Bank. Si la molécule est a I'in-
terface de deux chaines, les deux sous-unités sont considérées. La structure obtenue
est ensuite itérativement alignée sur les 5 sous-unités (ou doublets de sous-unités)
des 960 conformations du récepteur a7 avec la fonction “align” de Pymol [291].
Pour chacune des 960 conformations de la transition, les 5 poses R,R2,R3,R4,R5
sont sauvegardées et servent de poses de référence.
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Molécule Id. MOL Id.PDB Chaine(s) Id. MOL MOL Chaine

lobéline LOB S5AFH A-B LOB A
methyllycaconitine ~MLA 3SI0 A-B MLK A
acétylcholine ACH 3WIP A-B ACH A
nicotine NCT S5KXI A-B NCT A
épibatidine EPJ 35Q6 A-B NCT A
ivermactine IVM 3RHW A-B VM A
42R 42R 5AFJ A-B 42R A
5vU 5vU 5AFK A-B 5vU A
9Z0 9Z0 S5AFM A 9Z0 A
FHV FHV 5AFL E FHV E
OJD 0OJD 5AFN A OJD A

Tableau V.1 Molécules de référence. L’identifiant des co-cristaux est donné, ainsi que
les chaines de la structure utilisée pour alignement de la pose cristallographique sur les
conformations de la transition «7. L'identifiant Id. MOL est celui spécifié dans les figures.

La distance d’'une pose de docking P a sa molécule de référence est égale a :
Dref(P) = ’LEI%IHSCS(P,RZ)
ol ¢ est le RMSD entre les coordonnées cartésiennes des deux poses.

Une distance aux molécules de référence a été calculée pour chacune des poses
générées par les 4 programmes d’amarrage moléculaire. Elles sont recalculées aprés
rescoring des poses si la fonction de score permet 'optimisation de la géométrie de
la molécule.

3.2 Résultats

3.2.1 Poses et sites de référence

10 molécules ont été choisies afin d’évaluer 'efficacité des outils d’amarrage molécu-
laire pour replacer les molécules dans leurs sites de liaisons respectifs. Pour chacune
d’entre elles, des informations structurales expérimentales (co-cristaux) viennent
supporter un site de liaison, ainsi qu'un mode de fixation, sur des structures de
récepteurs canaux homologues du nAChR «7. Ces 10 molécules couvrent un éven-
tail varié de modes d’action, de sites de liaison et de poids moléculaires. La poche
orthostérique est représentée par 5 molécules : 3 agonistes classiques, I'épibatidine
(EPJ), la nicotine (NCT) et I'acétylcholine (ACH), ainsi qu’'un agoniste partiel, la
lobéline (LOB), et 'antagoniste Methyllycaconitine (MLA). Les 5 fragments publiés
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par Spurny et al. [36], nous permettent d’incorporer des modulateurs allostériques.
42R est positionné dans une poche localisée 1égerement en dessous du site orthos-
térique. 5VU et FHV sont dans une poche au niveau de I’hélice alpha N-terminale.
Et finalement, 920 et OJD se trouvent dans la poche vestibule. Les chimeres a7 de
Spurny et al. sont trés proches de 'a’7 sauvage. Les molécules précédemment citées
ont été co-cristallisées sur des chimeres o7 d’AChBP dont I'identité de séquence
est tres proche des récepteurs sauvages, bien que seule la partie extracellulaire du
récepteur soit accessible. Ces 5 fragments ont été caractérisés comme étant des
modulateurs allostériques négatifs des récepteurs o7 [36]. Enfin, le modulateur al-
lostérique positif de type I, 'ivermectine (IVM), est situé dans une poche entre deux
sous-unités dans la partie transmembranaire entre les hélices M3(+) et M1(-) chez
le récepteur GluCl [43] et a une position similaire dans le récepteur Glycine [45].
En résumé, ce sont donc 5 poches qui peuvent étre sondées avec ces molécules : la
poche orthostérique (NCT, ACH, LOB, EPJ), la sous-poche agoniste (42R), la poche
vestibule (920, OJD), la poche N-terminale (5VU, FHV) et la poche présumée de
l'ivermectine (IVM). Pour avoir une idée de la pertinence des amarrages moléculaires
sur la transition a7, nous supposons que ces poses cristallographiques se transposent
par homologie de séquence au récepteur a7 et que d’autre part leurs alignements
sur chacune des conformations constituent des poses correctes de référence.

3.2.2 Docking restreint aux sites étudiés

3 programmes d’amarrage moléculaire ont été testés : UCSF DOCK6, Autodock
Vina, Leadit/FlexX. Bien que cela ne soit pas une liste exhaustive des outils exis-
tants, ces programmes ont déja été éprouvés par le passé au laboratoire ce qui a
facilité leur mise en place. Chacune des molécules a été amarrée dans chacune
des conformations des 5 sites pour lesquelles une pose de référence existe, soit
5(site) x 5(symétrie) x 960(conformations) amarrages moléculaires possibles. En
ne comptant que les poches dont le volume de cavité est non nul, cela correspond
a 18 438 exécutions indépendantes par molécule, soit environ 20 % du nombre
de docking nécessaire pour cibler les 68 sites du récepteur (90 395 conformations
de poches). Les temps cumulés d’utilisation CPU sur le cluster de calcul pour cha-
cune des méthodes sont de 89 jours pour Vina(x1), 168 jours pour Vina(x2), 55
jours pour FlexX, 49 jours pour FlexX+cn et =~ 600 jours pour DOCK6. Ces temps
de calcul incluent la préparation de la poche réceptrice, le docking des molécules
dans la poche, et la conversion des 10 meilleures poses de chaque docking vers un
format commun. Ils varient de 10 a 50 % selon la vitesse des machines utilisées.
On observe que le parametre d’exhaustivité d’Autodock Vina augmente le temps de
calcul quasi linéairement, comme annoncé par la documentation du programme.
Nous en concluons aussi que la valeur par défaut du parameétre, 20 (au lieu de 1
ou 2), est quasiment inaccessible en un temps raisonnable. DOCK6 est handicapé
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par les étapes de préparation du récepteur, qui sont nombreuses et coliteuses (p.ex.
calcul de la surface moléculaire, de la grille de score). FlexX est ici la solution la plus
rapide avec 49 ou 55 jours en fonction de 'ajout ou non de l'interaction cation-m
dans la fonction de score. Il semble étonnant que la version incluant l'interaction
cation-rr soit plus rapide que celle sans. Il s’avere qu’en pratique FlexX+cr a été
adressé sur des machines plus rapides du cluster de calcul, ce qui donne un temps de
calcul plus court. Ainsi, nous pouvons en conclure que I'ajout de I'interaction n’a pas
un impact majeur sur les performances du programme.

3.2.3 Accessibilité des poses de référence

Plusieurs dizaines de milliers de poses sont ainsi enregistrées pour chaque molécule
dans leur site de liaison associé. La question qui se pose naturellement est de regarder
si au moins un certain nombre de ces poses sont proches des poses de référence. Si
la réponse est non, cela signifie que I'outil de docking n’explore pas suffisamment
I'espace des différentes poses de la molécule (manque de temps de calcul, probleme
de scoring des poses), ou bien qu’aucune des structures du modele de transition a7
ne présente une conformation compatible avec la liaison de la molécule de référence.
Cette information est donc particulierement intéressante, avant méme d’étudier la
pertinence des scores d’affinité.

La Figure V.4/p.suiv. présente un résumé du décompte de ces poses dites “satis-
faisantes” pour chacune des 5 séries de docking. Le critére “pose satisfaisante” est
ici attribué aux poses dont la distance a la pose de référence est inférieure a 3 ou
4 1,5 A. Des molécules semblent plus faciles & replacer dans leur site de liaison
que d’autres. Plus d’'un millier de poses satisfaisantes (< 3 A) sont trouvées pour
l'acétylcholine (ACH) et la nicotine (NCT) avec les 5 outils de docking testés. Les
poses les plus proches parmi tous les amarrages moléculaires sont respectivement a
0,77 A (avec DOCK®6) et 0,71 A (avec FlexX) pour ACH et NCT (Figure VII.9/p.206 en
annexe). Seul Autodock Vina ne trouve aucune pose ACH a moins de 1,5 A. D’autres
molécules sont logiquement plus difficiles a placer de par leur taille significativement
plus large en nombre d’atomes, comme la lobéline et le MLA dont des poses sont
trouvées & moins de 3 A mais pas & moins de 1,5 A. 3 poses de références semblent
inaccessibles : I'ivermectine, 5VU et FHV n’ont aucune pose satisfaisante parmi les 5
dockings, et les poses les plus proches sont trés éloignées de la référence (6,36 A pour
IVM et 3,97 A e 3,40 A pour 5VU et FHV). On ajoutera que DOCK®6 ne réussit a placer
aucune pose dans le site associé a la poche de I'ivermectine. De facon intéressante,
un grand nombre de poses satisfaisantes (<3 A) est trouvé pour les modulateurs
allostériques 42R, 9Z0 et OJD, bien que les poses proches (<1,5 A) soient plus rares.
OJD est trouvée 4 0,64 A (DOCK6), 0,69 A (FlexX) et 0,72 A (FlexX+Cr) de sa pose
de référence dans les meilleurs des cas (Annexe VII.9/p.206).
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Figure V.4 Décompte du nombre de poses satisfaisantes pour chacun des outils
d’amarrage moléculaire testé. En petit caractere, le nombre total de poses dans les
sites considérés. Le tableau de gauche décompte les poses proches d’au moins 3 A de la pose
de référence, et le tableau de droite est restreint aux poses a moins de 1,5 A.

FlexX+cm démontre clairement son utilité pour placer les molécules dans le site or-
thostérique, avec une augmentation systématique du nombre de poses satisfaisantes
par rapport a son homologue FlexX standard. L’exemple de la nicotine est intéressant.
Le nombre total de poses passe de 59 875 pour FlexX a 44 692 pour FlexX+c, alors
que le nombre de poses satisfaisantes augmente de 5 462 a 6 469. Cette tendance
facilite potentiellement le travail des fonctions de score qui auront a identifier un
plus grand nombre de bonnes poses parmi un moins grand nombre de mauvaises. De
facon surprenante, nous observons une différence notable de poses satisfaisantes a
3 A entre les deux méthodes pour la molécule OJD. Cette molécule ne posséde pas
de cation et aucune contribution ne peut étre attribuée a une interaction cation-m
dans la fonction de score de FlexX+cn. La différence est en fait due aux points
d’interaction cation-7 ajoutés aux résidus tryptophanes, phénylalanine et tyrosine.
IIs servent de points d’ancrage supplémentaires pour de nouvelles poses qui bien
qu’elles ne contribuent pas a l'interaction cation-r, élargissent ’espace des poses
explorées par FlexX.
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La comparaison entre toutes les méthodes de dockings fait ressortir les programmes
DOCKG® et FlexX+cr qui obtiennent systématiquement de meilleurs résultats que les
3 autres méthodes. Leurs décomptes de poses satisfaisantes ainsi que les distances a
la pose la plus proche de la référence sont tres similaires. Pour la suite de I’étude, nous
privilégierons FlexX+cn qui est plus pertinent sur les poses de la poche orthostérique,
et prés de 10 fois plus rapide a exécuter que DOCK®6.

Pour finir, il est percutant de confronter le nombre de poses totales, avec le nombre de
poses satisfaisantes. Avec un docking de 'acétylcholine dans la poche orthostérique
par FlexX-cr, seules 4 867 molécules ont une distance a la référence inférieure a
3A parmi 27 802 poses dans '’ensemble restreint de site et 389 879 sur 'ensemble
du récepteur. Cela montre "'ampleur du défi posé aux fonctions de score d’affinité
ligand/récepteur pour discerner les quelques poses satisfaisantes parmi le grand
nombre de poses amarrées sur la totalité du récepteur.

3.2.4 Docking global et rescoring des poses

Le docking global consiste a amarrer une molécule sur I'ensemble du récepteur, pour
Iensemble des conformations du modeéle de transition. Dans un cas idéal, la ou les
poses de meilleures affinités devraient nous aider a discerner d’une part le site de
liaison et d’autre part le mode de fixation de la molécule sur le récepteur. Dans cette
section, nous explorons la possibilité d’une telle approche en nous appuyant sur les
molécules de référence précédemment décrites.

Un docking FlexX-cm a été exécuté sur chacune des 90 395 conformations de poches
identifiées dans la transition du récepteur «7. Cela représente un total de 550 jours
CPU distribués sur les nceuds du cluster du laboratoire. Entre 200 000 et un million
de poses sont stockées sur disque pour chacune des molécules. Chacune des poses
s’est vue attribuer un score par la fonction de score FlexX-cw. Nous pouvons alors
étudier pour chaque molécule la localisation sur le récepteur nicotinique de la
pose de meilleure affinité ainsi que sa distance a la pose de référence. En premiere
approximation, seules les poses situées dans la partie extracellulaire du récepteur
sont considérées. La Figure V.5/p.suiv. détaille les résultats obtenus pour la fonction
de score FlexX-cr (premiere colonne). Sur 'ensemble des poses de la lobéline dans
la partie extracellulaire du récepteur, la pose de meilleure affinité est 4 4,7 A de la
pose de référence. Bien que dans une position différente de la pose de référence, la
pose de meilleure affinité se trouve bien dans la poche orthostérique, ce qui est un
résultat positif. De la méme facon, les meilleures poses de I'acétylcholine (ACH), la
nicotine (NCT) et I’épibatidine (EPJ) se situent dans le site orthostérique, bien qu’a
une distance supérieure de 5 A de leur molécule de référence. A I'inverse, aucun des
modulateurs allostériques étudiés n’est prédit dans son site extracellulaire respectif.
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Plusieurs éléments viennent obscurcir 'analyse de ces résultats. Premierement, la
fonction de score FlexX-cm a été optimisée pour pondérer la proximité du cation
des agonistes testés dans la poche orthostérique. Il est difficile d’affirmer que la
préférence de ces molécules pour cette poche n’est pas artificiellement produite par
une surpondération de l'interaction. Deuxiémement, la fonction de score FlexX est
construite pour pouvoir évaluer I'affinité de dizaines de molécules par seconde et fait
nécessairement des concessions sur la pertinence physique des modéles d’interactions
utilisés. Pour pallier ces défauts, 8 fonctions de score d’affinité ont indépendamment
été utilisées pour évaluer l'affinité de 'ensemble des poses FlexX. Les fonctions de
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Figure V.5 Localisation de la pose de meilleure affinité selon les différents pro-
grammes de rescoring. Présence d’'une valeur réelle (RMSD en angstrom) si la meilleure
pose est a moins de 5 A de la pose de référence, et v si la pose est dans le bon site. La case

reste vide dans tous les autres cas. L’analyse est ici restreinte aux poses situées dans la partie
extracellulaire du récepteur nicotinique.

score ligand/protéine ont été choisies de par leur variété méthodologique, ainsi que
leur performance supposée décrite dans la littérature. Les scores XEDmin sont basés
sur un champ de force, Hyde, Vina, Smina et Vinardo sont des fonctions empiriques
et le RF-score utilise des algorithmes d’apprentissage automatique. Autodock 4 et
Vinardo sont décrits comme des champs de forces semi-empiriques. La Figure V.5
détaille les performances de ces 8 fonctions de score en rapportant les distances a la
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pose de référence des poses de meilleure énergie apres le rescoring. Clairement, les
molécules se liant a la poche orthostérique sont plus facilement identifiées. FlexX-cr,
Hyde, Cyscore, Vinardo et XedMin attribuent le meilleur score d’affinité a une pose
du site orthostérique pour 4 molécules sur 5. Hyde et XedMin trouvent des poses
proches de leur référence pour la nicotine (1,9 A) et pour l'acétylcholine (2,2 A). Le
constat est différent pour les modulateurs allostériques. La plupart des méthodes
échouent a attribuer la meilleure pose a son site correspondant. Seul le programme
XedMin replace de facon satisfaisante 2 des 5 molécules non orthostériques : 42R
dans la poche sous-agoniste et 920 dans la poche du vestibule. Cependant, bien que
situées dans le bon site, ces poses sont toutes relativement éloignées de la pose de
référence, 3 plus de 5 A. On notera tout de méme que les poses de référence 5VU et
FHV (comme I'ivermectine) ne sont quasiment pas accessibles par le docking FlexX
(Figure V.4/p.149). 11 était donc prévisible qu’aucune des méthodes de rescoring ne
puisse prédire la localisation de ces sites.

3.2.5 Paramétrisation du scoring XED

Dans la section précédente, ’'analyse des molécules est restreinte aux poses localisées
dans la partie extracellulaire du récepteur. Nous traitons maintenant I’ensemble des
poses placées sur les 960 conformations du récepteur nicotinique, apres rescoring
par la fonction de score XedMin. Cela représente pour la lobéline 1 029 143 poses,
389 879 pour l'acétylcholine, 604 389 pour la nicotine et des ordres de grandeur
semblable pour les autres molécules. Comme précédemment, nous observons pour
chacune des molécules la pose de meilleur score. La premiére colonne (“XedMin”)
de la Figure V.6/p.suiv. expose les résultats ainsi obtenus. Il est frappant de voir
que sur plus d’'un million de positionnements, la pose de meilleur score de la
lobéline est 4 seulement 3,4 A de sa pose de référence. Mis a part I'épibatidine (EPJ),
I'ensemble des poses correctement placées en se restreignant aux poses de la partie
extracellulaire le sont aussi en considérant I’ensemble du récepteur. Nous avons
ajouté a 'ensemble des molécules testées 4 modulateurs allostériques : NS-1738,
PNU-120596, LY-2087101 et CCMI. Grace a des expérimentations de mutagenese
dirigées ainsi qu’a des études d’amarrage moléculaire in silico, il est supposé que
ces molécules se lient dans la partie transmembranaire du récepteur, bien que leur
localisation exacte soit encore débattue. Nous pouvons alors évaluer si le programme
XedMin est capable d’attribuer un score d’affinité maximale a une pose située dans la
région transmembranaire du récepteur. La premiere colonne de la Figure V.6/p.suiv.
nous montre que ce nest le cas pour aucune de ces molécules. En fait, c’est une
constante pour la plupart des méthodes de rescoring. En évaluant ’ensemble des
poses du récepteur, soit les meilleures poses se situent systématiquement dans la
partie extracellulaire (FlexX, Vina, Vinardo, Smina, AD4, XedMin), soit elles sont
toutes trouvées dans la partie transmembranaire (Hyde). Cela met en valeur un biais
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Figure V.6 Comparaison des prédictions XedMin et XedMin,. Localisation des poses de
meilleure affinité selon le programme XedMin, version par défaut (premiéere colonne) ou
repondérée avec le paramétre p. Présence d’une valeur réelle (RMSD en A) si la meilleure
pose est a moins de 5 Adela pose de référence, v si la pose est dans le bon site (partie
haute du tableau) ou dans la partie transmembranaire (partie basse). La case reste vide dans
tous les autres cas.

dans les fonctions de score pour discriminer des poses de la méme molécule situées
dans des environnements différents. Une tentative de correction de ce biais a été
réalisée pour I'outil XedMin en pondérant le terme électrostatique de la fonction
de score lorsque la pose se trouve au niveau de la partie transmembranaire. En
modifiant le paramétre p, 'ensemble des poses transmembranaires ont une affinité
relative qui augmente si p > 1 ou qui décroit si p < 1. Sans surprise, lorsque
p < 1 pénalise l'affinité, les meilleures poses restent toutes situées dans la partie
extracellulaire. En augmentant p a 1,4 on observe un placement correct du PNU-
120596 et de LY-2087101 dans la partie transmembranaire, tout en préservant les
poses extracellulaires de la lobéline, de I'acétylcholine, de la nicotine et de 'effecteur
42R. A linverse, lorsque p > 2,4 on perd le bon positionnement de la plupart des
molécules dans la partie extracellulaire. p = 2,0 semble ici étre un compromis
efficace pour placer correctement un maximum de molécules. Les valeurs absolues
des affinités prédites ne sont plus physiquement vraisemblables, mais leurs valeurs
relatives pour sélectionner la pose la plus pertinente apparaissent étre capables de
discriminer des ligands se liant dans la partie extracellulaire ou transmembranaire
du récepteur. La remarque principale de cette analyse est un appel a une meilleure
prise en compte de I'effet de la solvatation de la molécule lors de I'évaluation des
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scores d’affinité. A partir de ces résultats, nous proposerons une hypothése de sites
de liaison pour les 4 modulateurs allostériques dans le chapitre suivant.

3.3 Discussion

Dans ce chapitre, de petites molécules connues pour étre des modulateurs du
récepteur a7 nAChR ont été fixées sur 'ensemble des sites et des conformations
de la transition d’activation du récepteur. Sur la base d'un ensemble de molécules
de référence, pour lesquelles le site de liaison est connu, nous avons comparé 3
outils d’amarrage moléculaire (Autodock Vina, DOCK6, Leadit/FlexX), ainsi que
9 fonctions d’évaluation de I’affinité des poses pour la protéine (FlexX, Hyde, RF-
score, Cyscore, Smina, Vinardo, Vina, AD4, XedMin). La combinaison d’outils la plus
pertinente sur notre jeu de données correspond a FlexX avec ajout de I'interaction
cation-7 puis la réévaluation de I'affinité des poses avec le programme XedMin. Cette
configuration replace correctement des agonistes se liant a la poche orthostérique
(p.ex. la meilleure pose de 'acétylcholine est & moins de 2,2 A de sa pose de référence
sur 389 879 poses réparties sur les conformations du récepteur), ainsi que deux
modulateurs allostériques dans la partie extracellulaire (42R et 9Z0).

Cependant, les limites de 'approche se sont fait ressentir. D’une part, le docking initial
des molécules est crucial. Si aucune pose n’est initialement placée suffisamment
proche de la pose de référence, il devient impossible de discerner le site de liaison,
méme lorsque le programme de rescoring permet I'optimisation locale des poses.
C’est le cas pour le MLA, et les modulateurs allostériques ivermectine, 5VU et
FHV. D’ou I'importance d’un échantillonnage large et diverse des poses, quitte a
générer un grand nombre de poses invraisemblables qui pourront étre pénalisées
dans un second temps par la fonction de rescoring. Un deuxieme facteur d’échec
vient de I'évaluation de I'affinité ligand/protéine. Une sous- ou surévaluation de
l'affinité de certaines poses, provoque 'apparition de faux positifs (molécule avec
un bon score, mais éloignée de la pose de référence). Les molécules FHV, OJD et
I’épibatidine en sont des exemples lorsque XedMin a été utilisé. Finalement, nous
avons observé la nécessité d’'une prise en compte de 'environnement directe de la
protéine. L’évaluation de I'affinité des poses placées dans la région transmembranaire
de la protéine, généralement plus hydrophobe, devrait étre considérée de facon
plus rigoureuse et en consistance avec I'évaluation des poses situées hors de la zone
membranaire. Le choix de la pose de meilleur score pour conduire la détection du
site de liaison remet en question la robustesse de la méthode. 1l suffit d'une seule
surévaluation d’affinité sur le million de poses a analyser pour que la prédiction de
site soit fausse. En pratique, il pourrait étre avantageux de considérer les groupes
de poses similaires entre elles et d’affinité, en moyenne, favorables, ou de combiner
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les prédictions des différents programmes de scoring. Ces options n’ont pas été
explorées a cause du nombre trop limité de poses cristallographique de référence
(risque élevé de surajustement, overfitting aux données de référence).
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Recherche de sites a effet allostérique

L’existence de molécules a effet allostérique ciblant le récepteur nicotinique im-
plique la présence de sites de liaison spécifiques. La localisation de ces sites est
déterminante pour la découverte et 'optimisation de nouvelles familles de molécules
thérapeutiques, par exemple, au travers de drug design rationnel. La recherche de
sites allostériques pour le récepteur a7 est soutenue par des études de cristallo-
graphie [36] et de RMN [292]. Des mutations systématiques sur la séquence du
récepteur permettent d’identifier les résidus impactés par la liaison d’un ligand
et l'effet associé sur le récepteur grace a des analyses électrophysiologiques [78,
270, 273, 293]. Ces études sont souvent complétées par des campagnes in silico
d’amarrages moléculaires [78, 80, 269].

Malgré cet éventail de techniques, relativement peu de sites allostériques sont connus,
en particulier dans la région transmembranaire du récepteur, et les sites d’interaction
proposés sont souvent sujets a discussions. En 2008, Young et al. [78] ont déterminé
un ensemble de 5 mutations réparties sur les 4 hélices transmembranaires du récep-
teur ayant un effet significatif sur la potentialisation du récepteur par le modulateur
allostérique PNU-120596. Par comparaison avec les structures cryo-EM [101] du
récepteur nicotinique Torpedo Marmarata, les résidus en question pointent une poche
intra sous-unités, dont des interactions possibles avec le ligand sont confirmées par
simulation de docking. Des conclusions similaires sont obtenues deux ans plus tard,
avec I'ivermectine, qui se lierait dans un site similaire entre les 4 hélices d’'une
méme sous-unité [294], contrairement a la poche inter sous-unités observée dans
les structures des récepteurs homologues GluCl [43] et Glycine [45]. Plus tard, une
erreur d’assignement des acides aminés de la structure nAChR Torpedo est relevée
dans la densité de cryo-microscopie et remet en question les modeles utilisés pour la
localisation des poches transmembranaires [43, 102, 103]. Début 2018, une nouvelle
publication basée sur des structures Torpedo corrigées, privilégie une localisation du
PNU-120596 entre deux sous-unités adjacentes [80]. Cela montre I'extréme difficulté
a identifier la localisation de sites d’interaction lorsque les structures expérimentales
du complexe ne sont pas encore disponibles.

Dans ce chapitre nous analysons les sites détectés dans la transition o7 grace au suivi
des cavités. L’évolution de la géométrie des cavités le long du mécanisme d’activation
est utilisée comme descripteur pour déterminer des sites potentiellement effecteurs.
Dans un second temps les meilleures poses obtenues dans le chapitre précédent
sont observées et comparées aux modes de liaison prédits dans les publications
récentes.
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4.1 Sites impactés par la transition

Le suivi global des cavités le long de la transition a7 nous a permis d’identifier 68
sites englobant régulierement une cavité de volume non nul (cf. Partie IV/p.85).
Nous cherchons a déterminer un sous-ensemble de ces sites dont la géométrie des
cavités évolue en corrélation avec le changement conformationnel. Par effet de levier
sur le mécanisme d’activation du récepteur, la liaison d’'une molécule dans un tel
site pourrait stabiliser un état privilégié du canal ionique. Cette approche a été
appliquée avec succes pour la découverte d’'un inhibiteur du facteur cedématogéne
de I'anthrax [6, 109]. Le descripteur géométrique le plus intuitif est la mesure du
volume instantané de la cavité. En comptant le critére de symétrie de séquence,
nous disposons pour chaque site de 5 évolutions distinctes du volume de la cavité.
Une régression linéaire sur les volumes nous donne une idée de la tendance de la
cavité a se dilater ou a se contracter au cours de la trajectoire, grace a la pente de la
régression. Pour chaque site cette pente est moyennée sur les 5 cavités transverses
symétriques. La Figure V.7 présente I'évolution du volume des 6 sites (parmi les 68)
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Figure V.7 Sous-ensemble des sites évoluant le plus avec le changement conforma-
tionnel. A gauche, cavité moyenne (tronquée a 0,25) de chacun des sites sélectionnés. A
droite, volumes des différents sites (moyenné sur les 5 poches symétriques). en fonction du
pas de trajectoire (fermeture du canal). Les sites, notés de a. a f., sont triés en fonction de la
valeur absolue de la pente de la régression linéaire sur les volumes de la transition.

dont la valeur absolue de la pente moyenne est la plus forte. Une vue globale permet
de situer la localisation de ces sites sur le récepteur. La transition est orientée d’'un état
actif/canal ouvert en début de trajectoire, a un état de repos/canal fermé a droite.
Les commentaires proposés ici sont fonction de la fermeture du récepteur, mais
I'interprétation peut éventuellement étre inversée. La plupart des sites sélectionnés
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ont des volumes significatifs & au moins un moment de la transition, ce qui en
fait des sites capables de contenir de petites molécules (p.ex. 156,67 A3 pour une
molécule d’acétylcholine). Les sites a., c. et e. ont une tendance a se contracter
lors de la fermeture, alors que les sites b., d. et f. ont des volumes qui augmentent.
On remarque que le site c. se situe dans la poche orthostérique. Cette assertion est
vérifiée en alignant la structure cristallographique d’'un AChBP lié a un agoniste
(la lobéline) sur une des conformations de la trajectoire, comme présenté dans la
Figure V.7/p.préc.. La lobéline cristallographique y chevauche la cavité moyenne
du site c.. Les autres sites sont distincts du site orthostérique : ce sont des sites
allostériques potentiels. Nous avons recherché si ces sites de 'a7 correspondent
a des sites connus chez des récepteurs homologues. Le site b. se trouve a une
localisation similaire du site de liaison du modulateur allostérique positif ivermectine
chez le récepteur GluCl (p.ex. PDB : 3RIF) et récepteur Glycine (p.ex. PDB : 3JAF
ou PDB : 5VDI). Le site e. recouvre le site de liaison du fragment 5VU qui est

Cavités
moyennes
des sites:

Figure V.8 Alignement de co-cristaux de récepteurs homologues sur la premiere
conformation de la transition. En haut a gauche, cavité moyenne du site b. et struc-
ture du récepteur GluCl (PDB : 3RIF) liée avec I'ivermectine (IVM). En haut a droite, cavité
moyenne du site orthostérique (c.) et structure de la chimére a7 AChBP (PDB : 5AFH)
liée avec la lobéline (LOB). En bas a gauche, cavité moyenne du site e. et structure de la
chimére o7 AChBP (PDB : 5AFK) liée au modulateur allostérique 5VU. En bas a droite, cavité
moyenne du site f. et le triplet de résidus conservés GEW définissant le site de régulation par
le Ca?* [295, 296].

un modulateur allostérique négatif du récepteur o7 visible dans le complexe co-
cristallisé d’une chimeére o7 AChBP [36]. Le site f. est en contact direct avec le
motif conservé de résidus G-E-W impliqués dans la liaison régulatrice avec les ions
Ca?* [42, 295], et chevauche le site de la chlorpromazine et la bromopromazine
liée au récepteur ELIC [296]. Les sites a. et d. sont moins documentés dans les
récepteurs homologues. On notera que par superposition des structures a7 et GLIC
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PDB : 4HFD, la cavité moyenne a. contient une molécule de bromoforme. Il est
ainsi particuliérement intéressant d’observer que parmi les 68 sites détectés lors
de la transition a7, 4 des 6 sites dont le volume évolue significativement avec la
transition sont localisés a des positions équivalentes de sites allostériques déja connus
dans des récepteurs homologues. Bien que cela ne constitue pas une preuve de la
liaison de ces modulateurs allostériques sur le récepteur a7, cela met en valeur des
mécanismes d’activation et de modulation partagés entre les différentes formes de
récepteur canaux. Ces sites, déja connus (b., e., f.) ou encore peu explorés (a., d.)
sont probablement des cibles a privilégier pour la recherche de nouveaux effecteurs
spécifiques du récepteur nicotinique.

4.2 Analyse des poses de docking

En plus des effecteurs de référence (dont le site de liaison est connu) nous avons
amarré et évalué l'affinité d’'un petit ensemble de modulateurs allostériques (NS-
1738, I¥-2087101, CCMI et PNU-120596) sur ’ensemble des sites et conformations
de la transition 7. Les 3 premiéres molécules sont des modulateurs allostériques
positifs (PAM) de type I, et le PNU-120596 est un PAM de type II. Des études
d’électrophysiologie couplées a la mutagenése dirigée du récepteur a7 tendent a
privilégier une liaison des PAMs dans la partie transmembranaire du récepteur [78,
253, 273]. Les figures V.10/p.162 et V.9/p.suiv. montrent les poses de meilleures
affinités ainsi que leur localisation dans la partie transmembranaire du récepteur.
Le docking global des molécules a été réalisé avec le programme FlexX/Leadit, suivi
d’un rescoring de chacune des poses par XedMin avec restriction des poses de la
partie transmembranaire (XedMiny,p), ou utilisation du score XedMin reponderé
(XedMin,—2 o, voir 3.1.3/p.145). Pour I'évaluation avec XedMin,—s g, la pose de
meilleure affinité est choisie parmi 1 137 080 poses pour NS-1738 et plus de
500 000 poses pour chacune des 3 autres molécules. Un site de liaison est largement
privilégié par les deux fonctions de score : le site 1 visible dans la Figure V.9/p.suiv.
est la cible de 7 des 8 poses prédites, a 'interface des sous-unités adjacentes et a
I'exact emplacement du site b. de la Figure V.7/p.157. Une seule meilleure pose
(CCMI avec score XedMin,—2 () se trouve dans le pore central du récepteur (site
2). Le site 1 correspond au site de liaison de I'ivermectine pour les récepteurs
homologues GluCl et Glycine. La Figure V.9/p.suiv. montre la position de liaison
de l'ivermectine dans la poche du récepteur GluCl. On remarquera que la Ser260
(numérotation PDB : 3RIF) forme une liaison hydrogene avec un groupe hydroxyle
de la molécule [43]. Une serine est aussi présente a la méme position de I'hélice
M2 pour les récepteurs Glycine et GABAA 4, tous deux activés par la liaison de la
molécule. L’ivermectine n’est qu'un potentialisateur du récepteur nicotinique [297]
et dans la séquence de la sous-unité a7 cette serine est remplacée par la méthionine
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Figure V.9 Localisation des poses de meilleures affinités. a.Localisation des 8 meilleures
poses obtenues par le protocole de docking global. La région 1, la plus représentée, se trouve
a linterface des sous-unités, entre les hélices M3(+), M2(+) et M1(-), et est similaire aux
sites de liaison de I'ivermectine des récepteurs GluCl et Glycine. Le site 2 se trouve dans la
partie basse du pore, entre les hélices M2. 3 chalnes du récepteur o7 sont représentées, avec
la seconde sous-unité en gris foncé. b. Vue du site de liaison de I'ivermectine, structure PDB :
3RIF avec sous-unités portant la boucle C (+) en orange, et la sous-unité complémentaire
() en bleu. La serine 260 est visible en licorice violet.

253 (position 272 de l'alignement multiple présenté en Annexe VII.2/p.194). Il est
cependant intéressant de noter que cette méthionine, une fois mutée en leucine,
convertit 'ivermectine en un inhibiteur (antagoniste non-compétitif) [294], ce qui
présume un role important de ce résidu et de ce site dans le mécanisme allostérique.
Cette méthionine est aussi un déterminant structural crucial dans la potentialisation
du récepteur o7 nAChR par les modulateurs allostériques PNU-120596 [78, 273], LY-
2087101 [78] et NS-1738 [273]. 1l est donc particuliérement intéressant d’observer
que les meilleures poses trouvées par notre protocole de docking sont toutes tres
proches de ce résidu clé (voir Figure V.10/p.162). On remarque par ailleurs des
poses consensuelles pour les deux scores XedMinry/p et XedMin,—3(, avec un
choix de poses strictement identiques pour NS-1738 et PNU-120596, et 1égerement
dissimilaires pour LY-2087101. La présence d’un site allostérique entre les sous-unités
dans la partie transmembranaire est en accord avec les études de docking récentes
sur les interfaces d’a7 — o7 (avec LY-2087107, NS-1738 et PNU-120596) [80], et
d’a4 — a4 (LY-2087107) [298]. Concernant la pose CCMI de XedMin,—s o, aucun
élément expérimental ne vient supporter la liaison de la molécule dans le canal du
récepteur.

4.3 Discussion

Deux résultats principaux sont suggérés par cette étude. Premierement, 'analyse
globale du volume des cavités présentes dans la trajectoire de transition du récepteur
a7 a pointé un sous-ensemble de 6 sites (sur 68) dont la géométrie évolue de concert
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avec le mouvement conformationnel induit par l'activation du récepteur. Le fait
que 4 de ces sites correspondent a des sites effecteurs connus chez des récepteurs
homologues suggere la présence de mécanismes de régulations allostériques partagés
avec le récepteur nicotinique. Par transitivité, il pourrait étre intéressant d’étudier
les 2 autres sites identifiés, bien que leur capacité a lier de petites molécules n’ait
pas encore été explorée. Un second résultat met en valeur une poche située dans la
partie transmembranaire du récepteur a l'interface des sous-unités a7, qui agrege
les meilleures poses de docking de 4 modulateurs allostériques du récepteur nicoti-
nique. Du fait de ’enchainement des hypothéses qui ont été faites au cours de ce
travail, ce résultat reste largement spéculatif (incertitudes des modeéles de transition,
des fonctions de docking et de rescoring). Cependant, un certain nombre de points
viennent étayer ces hypotheses :

- Le modele de transition utilisé reproduit les mouvements quaternaires de blooming
et de twisting considérés comme cruciaux pour décrire le mécanisme d’activation
(Partie I11/p.47).

- Les poches utilisées pour le docking couvrent quasi uniformément ’ensemble du
récepteur (Figure IV.15/p.127).

- Le protocole de docking/rescoring établi est capable de replacer simultanément
et correctement 3 agonistes dans la poche orthostérique (lobéline, acétylcholine,
nicotine) et 1 modulateur allostérique dans la partie extracellulaire (42R) (colonne
XedMin,—» o de la Figure V.6/p.153).

- Un des sites de liaison trouvé est I'un des plus impacté par la transconformation du
récepteur et est situé a la méme position qu’'un site allostérique déja trouvé chez les
récepteurs Glycine et GluCl (site b. Figure V.7/p.157 et site 1. Figure V.9/p.préc.).

- Les meilleures poses des modulateurs PNU-120596, 1¥-2087101 et NS-1738 sont
trés proches du résidu M253 qui est un déterminant structural de la liaison de la
molécule avec le récepteur (Figure V.10/p.suiv.).

Bien que les arguments soient nombreux, une démonstration rigoureuse de la locali-
sation des sites de liaison associés a ces molécules allostériques ne saura se passer
que difficilement de la résolution expérimentale des complexes ligand/protéine.
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Meilleures Poses
XedMingyp XedMin,,-,

NS-1738
#1137 080

# 623 188

LY-2087101 PNU-120596
#643 163

CCMI
# 587 475

Figure V.10 Poses de meilleures affinités par les scores XedMinr,;p et XedMin,_,
pour chacun des modulateurs allostériques amarrés sur ’ensemble du récepteur a7.
Meilleures poses XedMinrj,p : pose de meilleur score XedMin sur I'ensemble des poses
situées dans la partie transmembranaire du récepteur. Meilleures poses XedMin,—; o : pose
de meilleur score XedMin sur 'ensemble des poses placées sur le récepteur et apres repondé-
ration a p = 2,0 des termes d’interaction. Le nombre total de poses considérées est indiqué
sous le nom de chaque molécule. Lorsque la pose se situe dans le site 1, la méthionine 253
est représentée en licorice violet.
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Conclusions

Cette partie démontre la faisabilité technique du docking global de petites molécules
sur ’ensemble des sites et des conformations de la transition conformationnelle du
récepteur nicotinique. L'utilisation d’'un programme d’amarrage moléculaire rapide
associé au rescoring de I'affinité des poses obtenues rend la méthode raisonnable en
temps de calcul tout en préservant une pertinence acceptable des résultats. Nous
avons pu observer I'importance de la prise en compte des spécificités structurales
de la cible avec 'ajout explicite de I'interaction cation-m au programme de docking
FlexX puis en choisissant la combinaison d’outils la plus efficace sur un ensemble
de données de test. L’approche utilisée a pu prédire correctement la localisation
de 3 molécules agonistes (site orthostérique), d'un modulateur allostérique négatif
(site extracellulaire), et la localisation transmembranaire de 4 modulateurs allos-
tériques (NS1738, PNU-120596, 1¥-2087101 et CCMI) en accord avec les données
expérimentales existantes. A 'inverse, le protocole échoue dans le replacement de
7 molécules de références. Les raisons de ces échecs sont difficiles a identifier du
fait de l'incertitude qui peése sur la vraisemblance au niveau atomique des modéles
de transition. La méthyllycaconitine, et 3 modulateurs allostériques (dont l'iver-
mectine) ne sont pas accessibles dans leurs sites respectifs dés I'étape de docking.
Les poses de I'épibatidine et de deux modulateurs allostériques, bien que parfois
proches de leurs sites de référence ne sont pas correctement évaluées par la fonction
de rescoring. Ces derniers cas appellent a une prise en compte plus rigoureuse de
I'environnement membranaire du récepteur lors de I'évaluation des scores d’affinité
ligand/protéine.

Ce travail nous a aussi permis de cartographier les régions du récepteur impactées
par la transition conformationnelle d’activation du récepteur. De facon intéressante,
ces régions correspondent pour partie a des sites allostériques précédemment isolés
dans des récepteurs homologues et soulignent la pertinence de I'analyse systématique
des cavités dans les trajectoires de dynamiques de protéine. Les résultats du docking
global pour les 3 effecteurs allostériques NS1738, PNU-120596, 1Y-2087101, dont
les modes de fixation sont encore inconnus, suggerent un site de liaison possible
dans I'un de ces sites impactés par la transition du récepteur. En particulier, ce site
a effet potentiellement allostérique se trouve dans la partie transmembranaire a
l'interface des sous-unités o7 et a un locus similaire au site de I'ivermectine dans les
structures connues du récepteur Glycine et GluCl.
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Modele de transition du récepteur nicotinique

Nous avons présenté dans ces pages un modele de transition décrivant le mécanisme
d’activation du récepteur nicotinique de sous-unités «7. Plusieurs résultats clés en
sont ressortis. Au cours des raffinements successifs de notre modéle de transition,
les différentes conformations du récepteur ont progressivement évolué vers des états
plus vraisemblables qui se sont traduits par une accentuation de la torsion entre les
domaines extracellulaire et transmembranaire (twisting) et 'apparition d’une exten-
sion du domaine extracellulaire (blooming) entre les états possiblement de repos et
actif de la protéine. Ces données sont en accord avec les mouvements quaternaires
de grande amplitude observés dans les structures cristallographiques de canaux
ioniques homologues. Ce résultat justifie la méthode d’optimisation de chemins de
transition développée : le couplage avantageux des méthodes String of Swarms (SoS)
et Path Optimisation and Exploration (POE). Le chemin bénéficie de la relaxation des
chemins avec la méthode SoS dans le champ d’énergie libre, avec prise en compte des
interactions explicites avec le solvant dont la prise en compte des phospholipides et
de molécules de cholestérol dans la membrane. Cela suggere que 'approche pourrait
améliorer la qualité des structures dans leur environnement. De son c6té, POE affine
les chemins SoS hors des minima locaux et efface la complexité topologique générée
par les dynamiques moléculaires propres a SoS. Ce protocole de calcul de chemins
de transition pourra aisément étre adapté pour d’autres protéines cibles. Une autre
observation encourageante concerne le lien étroit entre le changement d’état du
récepteur et 'évolution associée des cavités. Nous avons pu identifier les principaux
sites de la protéine impactés par 'activation du récepteur. Parmi ceux-ci, 4 sites sont
des sites effecteurs du récepteur a7 ou des sites allostériques déja identifiés chez des
récepteurs homologues. Ces exemples démontrent I'intérét de 'analyse des cavités
dans la recherche de nouveaux leviers allostériques. Le docking de petites molécules
sur 'ensemble des conformations et sites de la transition, bien que perfectible, peut
suggérer des sites de liaisons potentielles pour des molécules connus dont le sieége
d’action est encore inconnu. La liaison de 3 modulateurs allostériques, NS1738,
PNU-120596 et 1Y-2087101 a été prédite dans une poche placée dans la partie
transmembranaire entre les sous-unités a7, et déja caractérisée expérimentalement
comme un site allostérique dans des structures de récepteurs homologues. Bien
qu'une démonstration rigoureuse des sites de fixation de ces molécules nécessite la
résolution des co-complexes expérimentalement, ces résultats proposent un modele
de liaison qui pourrait aider les recherches expérimentales futures, par exemple, en
proposant des choix d’acides aminés a muter.
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Programme pour le suivi des cavités dans les
dynamiques de protéines : mkgridXf

L’Unité de Bioinformatique Structurale a une longue expérience dans I'étude des
cavités de protéine. Lorsque je suis arrivé au laboratoire, les concepts clés pour la
détection et le suivi des cavités dans les trajectoires de protéine étaient déja a un
stade de développement avancé dans le laboratoire, en particulier grace aux travaux
initiateurs d’Arnaud Blondel et de Nathan Desdouits [227]. Pendant 6 mois (stage de
fin d’étude), j’ai utilisé ces outils pour I'étude du changement conformationnel d’'une
protéine d’enveloppe du Virus de la Fiévre de la Vallée du Rift. J’ai rencontré trois dif-
ficultés principales lors des analyses de cavités : (1) les fusions de cavités, (2) le choix
du parameétre de partitionnement et (3) une dégradation des performances de la mé-
thode pour de longues trajectoires. Le point (1) a été résolu avec I'idée de Nathan de
découper des cavités en plusieurs morceaux et de les réassocier a leurs sites respectifs.
Bien que son implémentation pratique ait évolué ces derniéres années, le concept de
“découpage” n’a pas changé et donne maintenant des résultats tres satisfaisants pour
gérer les fusions de cavités. Le choix du parametre de partitionnement, point (2), a
été plus délicat, car son changement induit des changements subtils dans le suivi des
cavités. Il a aussi ouvert la porte a des questionnements plus larges : quelle méthode
de partitionnement est la plus pertinente, quelles mesures de distance entre les
empreintes ou définitions d’empreintes privilégier ? L’appréciation du suivi correcte
des cavités dans les dynamiques de protéines se faisait alors principalement a I'ceil,
par visualisation sur ordinateur des trajectoires. Or, comme nous avons pu le voir, les
cavités sont hautement fluctuantes, mobiles et omniprésentes dans les trajectoires de
dynamique moléculaire, ce qui rend ce mode d’évaluation particulierement subjectif.
A un certain stade de raffinement de la méthode, la nécessité de mise en place d’un
systeme de référence pour évaluer le suivi des cavités est devenue évidente. Ces
travaux, entrepris pendant les derniers mois de thése de Nathan, ont produit les
résultats présentés dans la Partie IV/p.85, et nous donnent aujourd’hui une mesure
claire de la pertinence et de la robustesse de la méthode. Le point (3), la vitesse
de calcul et la taille de 'empreinte mémoire utilisée par le programme de suivi, est
devenu critique lorsque j’ai commencé a travailler sur le récepteur nicotinique. Le
grand nombre de cavités (parfois supérieur au million), était quasi inaccessible a
la précédente implémentation. Durant la thése, j’ai écrit le programme mkgridXf,
dont la gestion de la mémoire et du CPU est optimisée pour le suivi des cavités (lire
I’Annexe C.1/p.200 pour plus de précisions). mkgridXf réimplémente le programme
Fortran mkgrid développé au laboratoire il y a plusieurs années pour la détection
des cavités [6-9] et incorpore les routines nécessaires au partitionnement et a la
reconstruction des trajectoires de cavités. Le programme est écrit en C et correspond
a environ 7000 lignes de code. Nous avons montré que I'applicabilité de 'analyse
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des cavités est large : 'analyse de I’évolution des volumes (Section 4.1/p.157) de
cavités mais aussi leur caractérisation géométrique précise [9], la cartographie des
sites de la protéine (Partie IV/p.85), etc. mkgridXf qui sera prochainement distribué,
est déja utilisé par d’autres groupes dans I'Unité, ainsi qu'une collaboration avec
I'équipe de M.Baaden a I'Institut de Biologie de physico-chimique a Paris.

Recherches en cours et futures

Lors de ma derniere année de thése, jai eu la chance de pouvoir travailler en
collaboration avec le Professeur J.P. Changeux, grace au financement européen
Human Brain Project - SGA1. L'objectif de recherche de la composante CDP6 étant
étroitement lié a mon domaine d’expertise (conception d’effecteurs allostériques de
cibles impliqués dans des neuropathologies), j’ai pu approfondir les résultats déja
acquis dans ce qui est devenu la Partie V/p.131 de ce manuscrit. Ces résultats, ainsi
que des données complémentaires, ont été incorporés au rapport de la composante
CDP6 [299]. Une partie significative de mes travaux de thése a été utilisée comme
données préliminaires pour des demandes de financements majeurs. Les deux projets
suivants ont par la suite été financés. Une bourse européenne a 5 ans ERC-ADG -
Advanced Grant pour le projet DYNACOTINE (J.P. Corringer) qui cherchera dés 2019
a enregistrer en temps réel simultanément I'activation des récepteurs nicotiniques o7
et o432 ainsi que leurs mouvements grace a la mise au point de nouveaux désactiva-
teurs fluorescents (quencher). Le projet comprend aussi 'étude des interactions entre
modulateurs allostériques et les lipides de la membrane et leur co-cristallisation
inédite avec le récepteur. Notre modele de transition du récepteur a7 pourra étre
d’une aide importante pour la sélection d’acides aminés pertinents pour la mise au
point des méthodes de fluorescences. De plus, les résultats expérimentaux pourront
étre réutilisés pour raffiner le modéle de transition existant. Le projet NICOFIVE,
financé par I’Agence Nationale de la Recherche (ANR) depuis 2017, vise a dessiner
de nouveaux modulateurs allostériques ciblant spécifiquement les récepteurs nicoti-
niques comprenant une sous-unité a5, pour lutter contre les addictions. Ce travail est
mené en collaboration avec I'’équipe de D. Joseph du laboratoire de Biomolécules :
Conception, Isolement, Synthese de I'Université Paris-Sud, et de P.J. Corringer du
département de I'Unité Récepteurs Canaux de I'Institut Pasteur. La stratégie utilisée
est basée sur la recherche in silico de fragments de molécules affins pour l'interface
ab — a4 et leur reconstruction par des techniques expérimentales de liaison, fusion
chimique et par click-chemistry. Jai pris part a ce projet (financement de 8 mois) au
coté de Laura Ortega-Varga pour la partie in silico. Pour ce travail, la modélisation
d’états conformationnels diverses de l'interface a4 — 5 vient enrichir des modeles
cristallographiques AChBP-5/4 pour le docking de petites molécules.
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Modélisation comparative d'états
A conformationnels multiples de protéine
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> Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-7 troncated
QRKLYKELVKNYNPLERPVANDSQPLTVYFSLSLLQIMDVDEKNQVLTTNIWLQMSWTDH
YLQWNVSEYPGVKTVRFPDGQIWKPDILLYNSADERFDATFHTNVLVNSSGHCQYLPPGI
FKSSCYIDVRWEFPFDVQHCKLKFGSWSYGGWSLDLQMQEADISGYIPNGEWDLVGIPGKR
SERFYECCKEPYPDVTFTVIMRRRTLYYGLNLLIPCVLISALALLVFLLPADSGEKISLG
ITVLLSLTVFMLLVAEIMPATSDSVPLIAQYFASTMIIVGLSVVVTVIVLQYHHHDPDGG
MKRCVVDRLCLMAFSVFTIICTIGILMSAP

Figure VII.1 Séquence de la sous-unité o7 du récepteur modélisé.

Annexe A Modélisation comparative d’états conformationnels 193
multiples de protéine



194

1 1 21 31 41 51

Consensus -skllahLf-enYsprvrPvtd-dgpvtVyvslisLIglmkvDekNgeltaqlwlrqsWtD
Conservation
ACHA7 HUMANQRKLYKELV -KNYNPLERPVANDSQPLTVYFSLSLLQIMDVDEKNQVLTTNIWLQMSWTD
3RIF/GIuCl -SKILAHLFTSGYDFRVRPPTDN PVVVSVNMLLRTISKIDVVNMEYSAQLTLRESWID
4TNV/GIuCl -SKILAHLFTSGYDFRVRPPTDN PVVVSVNMLLRTISKIDVVNMEYSAQLTLRESWID
3SQ6/AChBP QRKLYKELV-KNYNPDVIPTQR-DRPVTVYFSLSLLQIMDVDEKNQVVDVVFWLQMSWTD
3SH1/AChBP LMRLKSDLF--NRSPMYPGPTK-DDPLTVYLSFSLLDIVKADSSTNEVDLVYWEQQSWKL
4PIR/5HT3 LLRLSDHLL-ANYKKGVRPVRDWRKPTTVSIDVIMYAILNVDEKNQVLTTYIWYRQYWTD
2QC1/NAChR-alETRLEAKLF-EDYSSVVRPVEDHRE IVQVTVGLQLIQLINVDEVNQIVTTNVRLKQQWVD
4D01/nAChR-a9 AQKLFNDLF -EDYSNALRPVEDTDKVLNVTLQITLSQIKDMDERNQILTAYLWIRQIWHD
61 71 81 91 101 111
Consensus hyLgwnvseyggvkfvripsg-qiWrPDiviynead-af-h---kpn-tlvlivhssGhvaq
Conservation
ACHA7 HUMANHY LQWNVSEYPGVKTVRFPDG-QIWKPDILLYNSADERF-D---ATFHTNVLVNSSGHCQ
3RIF/GluCl KRLSYGVKGDGQPDFVILTVGHQIWMPDTFFPNEKQ-AYKHTIDKPN-VLIRIHNDGTVL
4TNV/GIuCl KRLSYGVKGDGQPDFVILTVGHQIWMPDTFFPNEKQ-AYKHTIDKPN-VLIRIHNDGTVL
3SQ6/AChBP  HYLQWNVSEYPGVKQVSVPIS-SLWVPDLAAYNAIS-KP-E---VLTPQLALVNSSGHVQ
3SH1/AChBP NSLMWDPNEYGNI|ITDFRTSAA-DIWTPDITAYSSTR-PV-Q---VLSPQNALVNSSGHVQ
4PIR/5HT3 EFLQWTPEDFDNVTKLSIPTD-SIWVPDILINEFVD-VG-K---SPNIPYVYVHHRGEVQ
2QC1/nAChR-at YNLKWNPDD Y VKKIHIPSE-KIWRPDVVLYNNADGDF-A--- I VKFTKVLLDYTGHIT
4D01/nAChR-a9 AY L TWDRDQYDGLDS IRIPSD-LVWRPDIVLYNKADDES-S---EPVNTNVVLRYDGLIT
121 131 141 151 161 171
Consensus ylppiilkssCdidvgyfpfdvgqgqCslkfgSwtytgkdidilmke----ds----- vd | S
Conservation
ACHA7 HUMANY LPPGIFKSSCY IDVRWFPFDVQHCKLKFGSWSY WSLDLQMQE - - - = - - - - - - - ADIS
3RIF/GluCl YSVRISLVLSCPMYLQYYPMDVQQCS IDLASYAYTTKDIEYLWKE----HSPLQLKVGLS
4TNV/GIuCl YSVRISLVLSCPMYLQYYPMDVQQCS IDLASYAYTTKDIEYLWKE----HSPLQLKVGLS
3SQ6/AChBP YLPSIRQRFSCDVSGVDT-ESGATCKLKFGSWTHHSRELDLQMQE - - - - - - - - - - - AD IS
3SH1/AChBP  YLPAQRLSFMCDPTG-VDSEEGATCAVKFGSWSY WEIDLKTDT----DQ-- - - - VDLS
4PIR/5HT3 NYKPLQLVTACSLDIYNFPFDVONCSLTFTSWLHTIQDINITLWRSPEEVR- - - - - SDKS
2QC1/nAChR-atWTPPA I FKSYCE | IVTHFPFDEQNCSMKLGTRTYDGSAVAINPES----DQ- - - - - PDLS
4D01/nAChR-a9 WDAPA I TKSSCVVDVTYFPFDNQQCNLTFGSWTYNGNQVD I FNAL----DS- - - - - DLS
181 191 201 21 221 231
Consensus syipsgeweltgapqt-serfyecck-epYpdvtftvglrrrf-fy----- l--p-----
Conservation
ACHA7 HUMANGY | PNGEWDLVGIPGKRSERFYECCK-EPYPDVTFTVTMRRRTLYYG--LNLLIPCVLIS
3RIF/GluCl SSLPS--FQLTNTSTT-YC-TSVTNT-GIYSCLRTTIQLKREFSFYL--LQLYIPSCMLV
4TNV/GIuCl SSLPS--FQLTNTSTT-YC-TSVINT-GIYSCLRTTIQLKREFSFYL--LQLYIPSCMLYV
3SQ6/AChBP YIPYSRFELVGVTQKRSERFYECCK-EPYPDVTFTVTFRKK - - -« -« -« oo oo oo oo
3SH1/AChBP SYYASSKYEILSATQTRSERFYECCK-EPYPDVNLVVKFRERRAGNGFFRNLFDSR- - - -
4PIR/5HT3 IFINQGEWELLEVFPQ-FKEFSIDIS-NSYAEMKFYVI IRRRPLFYA--VSLLLPSIFLM
2QC1/nAChR-aiNFMESGEWV | KEARGWKHWVFYSCCPTTPYLDITYHFVMQRLP - - - - - - - - - - - oo - -
4D01/nAChR-a9 DF | EDVEWEVHGMPAVKNVISYGCCS-EPYPDVTFTLLLKRRSHHHHHH - - - - - - - - - - -
241 251 261 271 281 291
CONSENSUS = = = - - - - - - - - - s - - o oo oo o oo oo oo oo oo oo oo - - oo oo oo -
Conservation
ACHA7 HUMANALALLVFLLP-ADSGEKISLGITVLLSLTVFMLLVAEIMPATSDSVPLIAQYFASTMI IV
3RIF/GluCl IVSWVSFWFDRTAIPARVTLGVTTLLTMTAQSAGINSQLPPVS-YIKAIDVWIGACMTEF I
4TNV/GIuCl IVSWVSFWFDRTAIPARVTLGVTTLLTMTAQSAGINSQLPPVS-YIKAIDVWIGACMTEF I
3SQB/AChBP - - - - - - - - - - e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e e o - - o e - - o - - oo -
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Figure VII.2 Alignement multiple des séquences templates avec la séquence a7 cible.
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Figure VII.3 Hydratation du canal pour les derniéres itérations de String of Swarms.
L’hydratation du canal est calculée en comptant les molécules d’eau présentes dans le pore
du récepteur. La région considérée pour le comptage correspond & un cylindre de 10 A
de rayon et de 25 A de longue, centré au milieu des 5 hélices transmembranaires M2 du
récepteur ((x,y,z)=(0;0;-7,5)).
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Structures de propagation
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Figure VII.4 Accessibilité de la structure cible lors des trajectoires de propagation.

Suivi de la distance (RMSD) a la bille cible lors de la trajectoire de propagation, avec
contrainte harmonique sur la cible et sur ’hyperplan bissecteur. Pour comparaison, la bille
cible est ensuite remplacée par la bille initiale lors d’'une seconde propagation. La projection
de I'ensemble des structures sauvegardées sur les deux premiers modes d'une ACP (sur
les mémes structures) permet de visualiser I'évolution des propagations vers leurs cibles
respectives. Dés la premiére picoseconde de simulation, la structure converge tres proche de

sa cible (~ 0,3 A) et ne peut s’en rapprocher plus pres malgré les 3 ps de simulation suivant.

Cette distance minimale de 0,3 A est incompressible du fait des mouvements aléatoires qui
agitent la dynamique moléculaire thermalisée.
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Figure VII.5 Détermination de la longueur des trajectoires de Swarms. Moyenne de
I'énergie potentielle des 32 trajectoires non contraintes de Swarms mesurée toutes les pico-
secondes (Série S4, bille 15, pour la 1 et la 5¢ itération de SoS). Les dynamiques de Swarms
ont été rallongées a 50 ps pour évaluer un temps suffisant a la relaxation des billes. Les
trajectoires atteignent un plateau énergétique entre 20 et 30 ps. En pratique, cette durée a
été placée a 20 ps. En début de trajectoire la courbe rouge (5¢ itération SoS) apparait étre
plus stable énergétiquement que la courbe noire (1 itération SoS, sortie de POE), ce qui en
accord avec une diffusion de la bille 15 dans un minimum du paysage d’énergie libre.
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Figure VI1.6 Mesure de la stabilité des lipides de la membrane. La hauteur (axe des z)
des atomes de phosphore des tétes de lipides en fonction de leur distance au centre du canal
ionique ((x,y)=(0,0)). Cette mesure permet de surveiller que la bicouche lipidique ne se
décompose pas au cours des simulations.
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Figure VI1.7 Paramétrisation de la contrainte hyperplane. Plusieurs constantes de force
ont été testées pour évaluer sa capacité a contraindre les structures de propagation dans
I'Hyperplan bissecteur. En haut, la projection de 'ensemble des structures de trajectoires de
propagation, sur une analyse en composantes principales calculée sur le triplet de structures
(bille initiale, bille cible, bille moyenne). L'hyperplan (de dimension 26 294) est directement

visualisable, dans le plan orthogonal a la page et passant par la bille initiale et la bille cible.

Ainsi sur la figure, 'éloignement des billes colorées de la ligne représentant ’hyperplan
est directement relié au relichement de la contrainte hyperplane. En pratique, nous avons

choisi la contrainte la plus forte (10° kcal/mol .10\2), en vérifiant qu’elle ne déstabilisait pas la

dynamique de propagation. Les 4 dynamiques de propagations ont été lancées avec la méme
graine aléatoire, et un coefficient de friction nulle sur les atomes lourds.
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Suivi des cavités dans les trajectoires de
C protéines et détection de sites

C.1 mkgridXf : Détails techniques

mkgridXf est un utilitaire écrit en C (standard C99) et utilisable en ligne de com-
mande dans un terminal UNIX. La détection de cavités a été optimisée en utilisant
des algorithmes spécialisés dans le traitement d’images (Distance Transform, codé a
partir de la référence [300], Two-pass Connecting Component Labelling [234]) et dans
le partitionnement spatial (Ball Tree [301]). mkgridXf profite de la parallélisation
triviale du calcul des cavités et des empreintes pour chacune des conformations de
la trajectoire, et utilise a profit la librarie open source OpenMP [302, 303]. Lors de
longues trajectoires (> 10* conformations), le nombre de cavités total peut facile-
ment dépasser les millions, pour plus de ~10'° points de grilles. Comme la détection
de cavités est rapide, mkgridXf n’a pas besoin de garder les points de grille en
mémoire. Les points de grilles sont recalculés lors du réassignement et sauvegardés
sur disque le cas échéant. Par conséquent, 'empreinte mémoire de mkgridXf est
proportionnelle au nombre de processus utilisés (et nom au nombre de conformation
de la trajectoire). La librarie open source The C clustering Library [304] est utilisée
pour le partitionnement hiérarchique des empreintes (partitionnement UPGMA). mk-
gridXf supporte les définitions d’empreintes par atomes et par résidus, les empreintes
réelles (et local-booléennes en interne pour le découpage des poches) ainsi que la
distance cosine. L’ensemble des résultats peuvent étre exportés au format binaire
HDFS5, librement disponible sur internet. Un programme compagnon, mkread permet
I'extraction des cavités transverses au format texte, ainsi que la série temporelle de
leur volume, et des empreintes moyennes correspondantes. Une sortie des cavités
au format texte est également disponible. Un plugin VMD a été écrit en langage C
pour permettre la visualisation dynamique des cavités au coté des structures de la
trajectoire moléculaire.
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Reference Site

Residues

Myoglobin

Distal Pocket
Xel

129 L32 F43 H64 V68 1107
L89 A90 H93 L104 F138 1142 Y146

Xe2 L72 11041107 S108 L135 F138 R139

Xe3 W7 175 L76 K79 G80 H82 A134 L135 L137 F138

Xe4 G25 128 .29 G65 V68 1L.69 .72 1107 1111

Dengue

Sitel P39 T40 H144 S145 G146 E147 Y178 L.294 K295 T353 V354 N355
P356 1357 T359 S363 V365

Site2 chaineA : D98 R99 G100 G102 N103 K246
chaineB : R2 14 G5 16 G152 D154

BOG T48 E49 A50 P53 K128 V130 L.135 G190 1191 F193 L.198 Q200
A205 1207 T268 1270 Q271 L277 F279 T280 G281

Abll

Imatinib 1247 G248 Y252 V255 A268 V269 K270 E285 M289 V298 1312
T314 E315 F316 M317 G320 N321 L369 A379 D380 F381

GNF-2 A336 L339 L340 A343 1428 1431 A432 Y434 E461 G462 C463
P464 V467 F492

EF

SABC A496 P499 1538 E539 P542 S544 S550 W552 Q553 T579 Q581
L625 Y626 Y627 N629 N709

Catalytic R329 K346 H351 S354 K372 D491 D493 H577 N583

Figure VI1.8 Définition des sites de référence. Les poches des sites de référence sont
illustrées pour les structures cristallographiques suivantes : myoglobine, PDB : 1J52; dengue,
PDB : 10KE; abll, PDB : 2HZI; EF, PDB : 1K8T; EF+Cam, PDB : 1K93 (calmoduline non
montrée). Le volume des cavités est indiqué est représenté par des surfaces solides pour les
3 premiers systémes. La structure de la protéine E de la dengue est symétrique et chacun des
sites est présent en deux locus. Leur poche de référence, aussi symétrique, n’est listée qu'une
seule fois. Le Site 2 de la dengue se trouve a l'interface entre les chaines A et B.
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Site (Cav./Ref)  #C°° #A" 4 (650% \ Z5°%)
Poche D. (Myo) 342 172 0
Xel (Myo) 186 177 0
Xe2 (Myo) 103 2 0
Xe3 (Myo) 486 404 0
Xe4 (Myo) 170 106 0
sitel (DENV_A) 1236 178 0
sitel (DENV_B) 1145 176 0
site2 (DENV_AB) 2209 3109 948
site2 (DENV_BA) 1939 2292 386
BOG (DENV_A) 1140 1056

BOG (DENV_B) 1380 1245

Imatinib (Abl1) 1761 1305

GNF-2 (Abll) 406 0

SABC (EF) 323 131 25
Catalytique (EF) 2345 3942 1787

. .. .. e —50%
Tableau VII.1 Comparaison entre la cavité moyenne des cavités de référence C° ' et

la cavité moyenne des cavités instantanées assignées a la poche de référence pour

chaque site A°°% . L’ensemble des cavités considérées pour A ne prend en compte que la
plus petite cavité instantanée lorsque plusieurs sont assignées a une méme conformation. Les
cavités moyennes sont tronquées a 50 % d’apparition. Chaque colonne rapporte le nombre de
voxels constituant la cavité ainsi produite. La colonne la plus a droite indique le nombre de

. —50% . —50% o . .
voxels présents dans C° mais pas dans A° . On remarque ainsi que la majorité des sites
considérés comme étant difficiles a suivre correspondent au cas ol les cavités instantanées
“débordent” du volume délimité par le site de référence.
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RMSD (&) F#cavités/conf. Vol. moyen
Systéme # Confs. (std/min/max) par cavité (A%
Myoglobin 1 000 1,29 11,9 (2,4/6/20) 37
Abll 1 000 3,32 27,3 (4,3/12/40) 86
EF-CaM 2 000 * 36,3 (4,8/22/54) 104
Dengue 1 000 2,63 58,4 (5,3/42/83) 75

Volume moyen par conformation A%
Systéme Cavités Env. protéine® (%)
Myoglobin 438 21576 (2,0)
Abll 2 354 37 725 (6,2)
EF-CaM 3788 63 903 (5,9)
Dengue 4 365 107 622 4,1

Domaine de définition (A®)

Systéme Cavités Env. protéine® (%) (% cd/mpe?)
Myoglobin 7 803 43 589 (17,9) (36,2)
Abll 33 462 98 981 (33,8) (88,7)
EF-CaM 56 872 188 303 (30,2) (89,0)
Dengue 51 630 186 858 (27,6) (48,0)

Tableau VII.2 Analyse des cavités détectées dans les trajectoires. Volumes, et domaines
de définitions sont calculés comme explicités en Matériels et Méthodes 2/p.91). *La trajec-
toire EF inclut 1 000 conformations de la forme inactive (2,07 A RMSD), 1 000 conformations
de la forme active (2,3 A RMSD) pour une variation moyenne totale de 6,17 A RMSD. @
Enveloppe de la protéine, ® volume du domaine de définition des cavités en pourcentage du
volume moyen de 'enveloppe de la protéine.
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D

Recherche de sites effecteurs du
récepteur nicotinique

D.1 FlexX+cr : implémentation

### Fichier: contact.dat

Osubgraph 1 6 ammonium

SMARTS [!$([NH3X4+] [CH2X4] [CH2X4] [CH2X4] [CH2X4] [CHX4]) ; N+,N+R]

data
iact 1 - -

end

@subgraph 1 1 phenyl_center

atom 1 C2ar

bond 5 4 un 6 un

data
iact 1 4
iact 1 4
end

O@subgraph 2 2 aro_ring5_trplike

atom 1 N2ar

bond 6 3 un

data
iact 3 1 4
iact 3 1 4
end

### Fichier: geometry.dat
Q@geometry sphere_cat_N
radius 4.5

delta 1.6 1.6

sphere

surface_mode 0O

energy O

distance_scaling 0.5 1.3

Partie VIl Annexes

- cation

- phenyl_center
- phenyl_pi

- phenyl_center

- phenyl_pi

sphere_cat_N

phenyl_center
phenyl_pi

phenyl_center

phenyl_pi



Ogeometry phenyl_pi
center 0.5 0.0
center

radius 4.5

delta 11

cone b00O1O0 35
cone b0O0O-10 35

surface_mode 0

0.

0 # center of sphere coincides with ring

energy -3.138 # en kJ/mol soit -0.75 kcal/mol

distance_scaling 0.5 1.3

### Fichier: contype.dat

Q@contact_types

phenyl_pi | cation

Gplacement_level

cation

phenyl_pi

Omin_vdw_radius

cation

phenyl_pi

Annexe D Recherche de sites effecteurs du récepteur
nicotinique
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Figure VI1.9 Distance entre la molécule de référence et sa pose la plus proche suivant
Poutil de docking utilisé.
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