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Résumé 
Ce travail ayant pour objet l’étude de la structure et la dynamique de Mcl-1, une protéine                
anti-apoptotique d’intérêt en cancérologie,  est scindé en trois parties. 
Une première étude concerne une caractérisation du mode d’interaction du Pyridoclax (un            
inhibiteur BH3-mimétique) avec Mcl-1 par des approches expérimentales (RMN) et          
théoriques (simulations de dynamique moléculaire). Une deuxième partie est consacrée à           
l’étude et à la caractérisation des espaces conformationnels de Mcl-1 et son mode d’inhibition              
allostérique. Le troisième volet de ce travail, traite d’une approche d’analyse, basée sur des              
simulations de métadynamique avec comme application la détection du répertoire des poches            
cryptiques de Mcl-1. 
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1. Introduction générale 

1.1. Le cancer dans l’histoire et données actuelles 
Le cancer est actuellement considéré comme une pathologie majeure réduisant l’espérance de            
vie au 21ème siècle. Toutefois, le cancer n’est pas une maladie récente. En effet, le terme                
cancer est dérivé du terme grec “Karkinos”, un terme qui fut utilisé par Hippocrate pour               
décrire les carcinomes. Mais Hippocrate ne fut pas le premier à avoir noté cette pathologie.               
Les premières évidences d’un cancer remontent à des manuscrits de l’Egypte ancienne            
(Papyrus D’Edwin Smith et Georges Ebers).1,2 

 
Figure 1. Le cancer dans l’histoire. A. Buste d’Hippocrate B. Exemple d’une page du Papyrus               
d’Ebers. 
 
Les données de l’organisation mondiale de la santé pour l’année 2015, considèrent le cancer              
comme étant la première ou la deuxième cause de mort prématurée (avant 70 ans) dans le                
monde (Figure 2). 
 
L’incidence du cancer et son taux de mortalité augmentent. En 2018, le même rapport              
(GLOBOCAN 2018)3, estime une incidence de 18,1 millions de cas avec une mortalité             
approchant les 9,5 millions de décès dans le monde. 
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Figure 2. Le cancer comme cause majeure de décès prématuré dans le monde (source Globocan 2018) 

 
La distribution des incidences/décès en 2018 est présentée dans la Figure 3. Il est estimé que                
la moitié des cas/décès est recensé en Asie (taux approchant les 57% de mortalité). Chez les                
hommes ( Figure 3.B), l’incidence est estimée à 9,5 millions de cas [49 % en Asie, 23% EU,                 
20 % US/Canada et 5% Afrique] avec une mortalité de 5,4 millions décès. Chez les femmes                
(Figure 3.C), une incidence de 8,6 millions de cas contre 4,2 millions de décès a été relevée.  
Au vue de ces données actuelles, les cancers touchent davantage les hommes que les femmes. 
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Figure 3. Distribution de l’incidence/décès dus aux cancers en 2018. (source: GLOBOCAN 2018) 
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S’agissant des types de cancer les plus fréquents, le cancer du sein est le cancer le plus                 
fréquent dans le monde, suivi du cancer de la prostate puis des poumons. Ce dernier est le                 
plus virulent et est responsable de la majeure partie des décès enregistrés. (Figure 4). 

 
Figure 4. Incidence et mortalité des dix cancers majeurs dans le monde en 2018. (GLOBOCAN 2018) 

 

1.2. Carcinogenèse, apoptose et famille des protéines BCL-2 
Le maintien de tout tissu biologique nécessite un respect d’un équilibre entre la vie et la mort                 
des cellules qui le constituent. Tout déséquilibre dans l’homéostasie cellulaire, provoque une            
panoplie de pathologies qui mettent en péril la survie de l’organisme. 

1.2.1. Apoptose et carcinogenèse 
En 1972, Kerr et al.,4 ont associé le terme “Apoptosis” [du grec “apo”: se séparer et “ptosis”:                 
qui tombe; une référence à la chute des feuilles d’un arbre] à un ensemble de caractéristiques                
liées à une mort de cellules différente de celles précédemment connues. En effet, ils ont               
observé une condensation du noyau cellulaire et une fragmentation cellulaire suivie par une             
phagocytose de ces fragments par les cellules avoisinantes. En 1976,5 Sulston a décrit une              
mort cellulaire similaire chez les vers ronds (C.elegans), avec une synchronisation entre le             
type de cellules entrant un cycle apoptotique et le cycle du développement cellulaire. Par la               
suite, en 1983,6 Horvitz a identifié deux mutations sur deux gènes: ced-3 et ced-4 qui ont                
perturbé cette mort cellulaire programmée. Ceci fut la première suggestion d’une mort            
cellulaire contrôlée génétiquement. Ces travaux ont été récompensés par le prix Nobel de             
médecine et physiologie 2002.7 
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Le cancer peut donc être vu comme le résultat d’une succession de modifications génétiques              
durant lesquelles une cellule saine est transformée en une cellule cancéreuse. 
La carcinogenèse est donc le processus de transformation d’une cellule saine en cellule             
cancéreuse en échappant à l’apoptose (mort cellulaire programmée). 

1.2.1.1. Mécanismes de l’apoptose 

La compréhension des mécanismes moléculaires contrôlant l’apoptose est donc une étape           
nécessaire pour contrer la carcinogenèse. 
Il existe trois voies de signalisations moléculaires qui régulent l’apoptose: une voie            
extrinsèque (ou voie du récepteur de la mort cellulaire); une voie intrinsèque (voie             
mitochondriale) et enfin une troisième voie, peu connue, qu’est la voie du réticulum             
endoplasmique (RE).8 La Figure 5 résume les deux voies principales d’activation de            
l’apoptose. 

 
Figure 5. Mécanismes d’activation de l’apoptose. Deux voies principales: la voie des récepteurs de la mort 
(voie extrinsèque) et voie mitochondriale (voie intrinsèque). D’après Wong et al.,9 
 
La voie extrinsèque est initiée lorsque les ligands de la mort se fixent sur leur récepteur.                
Plusieurs récepteurs de la mort ont été décrits, mais les mieux connus sont les récepteurs TNF                
de type 1 (TNFR1) et la protéine FAS et leurs ligands respectifs TNF et FasL.10 
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La fixation des ligands sur les récepteurs membranaires entraîne le recrutement des protéines             
intracellulaires adaptatrices (FADD: Fas-associated Domain et TRADD: TNF-receptor        
associated death domain). L'ensemble récepteur-ligand-protéine adaptatrice forme un        
complexe dénoté DISC (Death-inducing signaling pathway).8 Ce complexe initialise par la           
suite l’assemblage et l’activation de la pro-caspase 8. La forme activée de la caspase 8 initie                
l’apoptose en clivant d’autres caspases effectrices. 
 
La voie d’activation intrinsèque est une voie intracellulaire. Plusieurs facteurs peuvent initier            
cette voie: mutations, hypoxie, forte concentration en calcium, stress oxydatif.          
Indépendamment du facteur initiateur, cette voie est le résultat de la perméabilisation accrue             
de la membrane externe mitochondriale et la libération des cytochromes-c dans le            
cytoplasme.11 
 
La libération du cytochrome-c au niveau du cytoplasme permet l’activation de la caspase-3             
par la formation de l’apoptosome: un complexe formé du cytochrome-c, de l’Apaf-1 et de la               
caspase-9.12 D’autres molécules libérées à partir de la mitochondrie telles que SMAC            
(Second Mitochondria-derived Activator of Caspase) ou DIABLO (Direct Binding protein          
with Low Pi), permettent l’activation des caspases-3 en se liant à l’IAP (Inhibition of              
Apoptosis Protein) ce qui induit l’inhibition de la formation du complexe IAP-caspase-3.13 
 
La phase d’exécution de l’apoptose est lancée lorsque les caspases-3 sont activées (point de              
convergence des deux voies d’activation de l’apoptose). L’activation de la cascade des            
caspases induit des modifications marquantes sur les protéines réparatrices de l’ADN, des            
protéines du cytosquelette, ce qui contribue au phénotype cellulaire observé lors de            
l’apoptose. 
 

1.2.2. Famille des protéines Bcl-2  
Dans la section précédente, l’apoptose a été décrite comme étant un processus impliquant             
deux voies de signalisations: une voie externe et une voie mitochondriale interne. Le contrôle              
de la voie intrinsèque est l’affaire des protéines de la famille Bcl-2.  
Cette famille de protéines prend son nom, de l’oncogène situé au point de translocation des               
chromosomes 14-18 décrit pour la première fois sur un lymphome folliculaire B humain             
(BCL: B Cell Lymphoma).14 
Les protéines de la famille Bcl-2 partagent au moins un domaine d’homologie conservé BH              
(BH: Bcl-2 Homology). Ce domaine d’homologie permet de diviser la famille en 3 groupes              
(Figure 6). 
 

a. Les protéines anti-apoptotiques multi-domaines, comprennent les protéines Bcl-2,        
Bcl-xL, Mcl-1, A1, Bcl-w. 
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b. Les protéines pro-apoptotiques à un seul domaine, le domaine BH3 (les BH3-only):            
BIM, BID, PUMA, BIK, BMF, HRK, NOXA, BAD. 

c. Les protéines pro-apoptotiques multi domaines, comprennent les protéines BAX,         
BAK et BOK. 
 

 
Figure 6. Représentation schématique des membres de la famille Bcl-2 (d’après Luo et al.)15 
 
Les protéines pro-apoptotiques à multi domaines BAX et BAK sont responsables de la             
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP). 
 
Les protéines BAX et BAK se trouvent sous forme inactive, au niveau du cytosole pour BAX                
et au niveau de la membrane mitochondriale pour BAK. 16 Les formes actives de BAK et               
BAX permettent leur homo-oligomérisation au sein de la membrane, formant ainsi des pores             
laissant échapper les cytochromes-c.17,18 
 
Les membres BH3-only et les anti-apoptotiques régulent la perméabilisation de la membrane            
en jouant sur l’activation des protéines effectrices BAX et BAK. 
 
Du fait du rôle central que jouent les protéines effectrices BAX et BAK dans la               
perméabilisation de la membrane externe, leurs mécanismes d’activation ont toujours été un            
terrain de débat pour la communauté scientifique. Traditionnellement, deux modèles          
d’activation ont été décrits. Un modèle d’activation directe et un modèle d’activation            
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indirecte. Récemment, un troisième modèle a été proposé par O’Neill et al.19 Ces trois              
modèles sont résumés dans la Figure 7.  

 
Figure 7. Les trois modèles d'activation des protéines effectrices BAX/BAK (d’après Luo et al.)15 
 
Le modèle d’activation directe, classifie les BH3-only comme membres activateurs (BID,           
BIM, PUMA) et membres sensibilisateurs (BAD). 
Lorsque les BH3-only activateurs ne sont pas séquestrés par les membres anti-apoptotiques,            
ils interagissent directement avec BAX/BAK et les activent. 
Les BH3-only sensibilisateurs ne peuvent pas activer directement BAX/BAK mais peuvent           
interagir avec les membres anti-apoptotiques. 
Pour initier l’apoptose, les membres BH3-only sensibilisateurs interagissent avec les          
anti-apoptotiques libérant ainsi les BH3-only activateurs, leur permettant ainsi, d’activer          
BAX/BAK. 
 
Le mode d’activation indirecte est basé sur deux hypothèses. 
La première hypothèse, stipule que BAX existe intrinsèquement sous forme active, mais            
séquestrée par les protéines anti-apoptotiques. Durant l’apoptose, les BH3-only interagissent          
avec les membres anti-apoptotiques permettant ainsi la libération de BAX activée. 
La deuxième hypothèse est basée sur le fait que BAX mitochondriale pourrait recruter BAX              
cytosolique (inactive) vers la mitochondrie (l’auto-activation). 
 
Le dernier mode d’activation récemment décrit, propose quant à lui, un modèle d’activation             
spontanée médiée par les lipides de la membrane externe mitochondriale. Ce modèle porte             
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l’hypothèse d’une liaison entre les membres BH3-only avec les membres anti-apoptotiques.           
Cela permettrait aux lipides de jouer le rôle d’activateur direct de BAX (on suppose une               
translocation par simple diffusion vers la membrane). Le domaine transmembranaire (TM) de            
BAX (hélice 𝛼9) est un élément central dans ce modèle. 
 
Les différents modèles d’activation des protéines BAX/BAK effectrices, permettent         
d’illustrer la promiscuité de l’interactome au sein de la famille Bcl-2. 
 
On se pose la question par la suite quant au rôle des membres anti-apoptotiques sur le                
contrôle de BAX/BAK ?  
Il est admis, que BAX existe majoritairement sous forme monomérique inactive au cytosol.             
Selon le troisième modèle d’activation, BAX cherche incessamment une transition vers la            
membrane via son domaine TM. Les protéines anti-apoptotiques contribuent en déplaçant la            
population BAX mitochondriale vers le cytosol.20  
Hormis le rôle du domaine transmembranaire de Bcl-xL qui pourrait faciliter cette            
translocation,20 le mécanisme moléculaire précis reste une question ouverte. 
 
Le rôle des protéines de la famille Bcl-2 n’est plus à démontrer dans le contrôle de l’apoptose                 
et par conséquent dans le contrôle de la carcinogenèse. 
 
Dans le cadre de cette thèse, nous nous intéressons à un membre anti-apoptotique de cette               
famille: la protéine Mcl-1. 
 

1.3. La protéine anti-apoptotique Mcl-1 
Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia-1) est un membre anti-apoptotique de la famille des protéines             
Bcl-2. Son gène a été initialement décrit au cours de la différentiation de cellules myéloïdes               
leucémiques chez l’homme 21 et fut le deuxième à être découvert après la protéine Bcl-2. 

1.3.1. Pourquoi Mcl-1 ?  
Mcl-1, tout comme les autres membres de la famille Bcl-2, est largement exprimée dans les               
tissus biologiques. Elle retient toutefois, des caractéristiques et rôles physiologiques qui lui            
sont propres. En effet, plusieurs cellules en dépendent pour leur survie et leur développement. 
Cette protéine est essentielle à titre d’exemple dans le processus de l’embryogenèse 22 et sa               
suppression est létale, à l’encontre de la protéine Bcl-2.23 Mcl-1 est également primordiale             
pour le développement des cellules lymphocytaires B et T,24 et au développement des             
neurones.25 Elle est également indispensable pour la régulation des macrophages 26 et à la              
survie des cellules souches hématopoïétiques.27 
Ces fonctions et implications dans des processus physiopathologiques la rendent une cible            
d’étude d’intérêt. 
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1.3.2. Aspects structuraux de Mcl-1 
La multitude de fonctions assurées par Mcl-1 doit être le fruit d’une structure particulière au               
sein de la famille des protéines Bcl-2. En effet, au sein des membres anti-apoptotiques, Mcl-1               
est la seule à contenir 3 domaines BH (BH1, BH2 et BH3) (voir Figure 8). 

 
Figure 8. Organisation et aspects structuraux de Mcl-1. A. Organisation en domaines fonctionnels BH et               
régions PEST; B. Structure tridimensionnelle de Mcl-1. 
 
De plus, Mcl-1 a une séquence plus longue si comparée aux autres protéines de la famille                
Bcl-2 (350 aa contre 233 aa de Bcl-xL par exemple). Cette différence est liée essentiellement               
à la présence d’un domaine non-homologue aux protéines Bcl-2 dans sa partie N-terminale             
(résidus 1-170). Ce domaine N-terminal est peu ordonné et est très enrichi en séquences              
PEST (proline (P); acide glutamique (E); serine (S); thréonine (T)).21 
L’enrichissement en motif PEST est le signe des protéines labiles (taux de turnover très              
rapide). Ce domaine N-terminal est le lieu des modifications post-traductionnelles          
(phosphorylation de la Ser121 par exemple ou l'ubiquitinylation sur la Lys40). 
 
La partie C-terminale de la protéine contient le domaine transmembranaire (TM), essentiel à             
son insertion au sein de la membrane externe mitochondriale. Ce domaine n’est pas résolu              
expérimentalement, tout comme la partie N-terminale. 
 
La région centrale de la protéine, résolue expérimentalement (résidus 170-320), abrite une            
cavité hydrophobe, située entre les hélices 𝛼3, 𝛼4 et 𝛼2 (voir Figure 9). 
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Figure 9. Cavité hydrophobe, hotspots de la protéine Mcl-1. A. Peptide BIM-BH3 séquestré dans la cavité                
hydrophobe de Mcl-1. B. Hotspots et interactions conservées (d’après Denis et al.).28 
 
Cette cavité hydrophobe étendue, représente le site d’interaction principal de la protéine.            
C’est le lieu permettant la séquestration des protéines BH3-only par exemple. L’interaction se             
fait par le biais d’interactions protéine-protéine. Au sein de cette cavité, 4 résidus conservés              
en position i, i+4, i+7 et i+11 des protéines BH3-only interagissent avec 4 poches              
orthostériques principales (nommées P1, P2, P3 et P4). 
Il est également à noter, une interaction via pont salin conservée entre un acide aspartique en                
position i+9 des BH3-only et une arginine conservée parmi toutes les protéines            
anti-apoptotiques . 
 
Ces deux composantes: interactions hydrophobes de surface et formation d’un pont salin avec             
l’Arg 263 de Mcl-1 représentent le mode d’interaction protéine-protéine et protéine-ligand le            
plus fréquent pour ce site orthostérique.28 
 
Récemment, deux autres sites d’interactions permettant la modulation de la fonction de Mcl-1             
ont été proposés. Le premier site allostérique (Cys286) (Figure 10) a été proposé par Lee et                
al.29 Le deuxième site est situé au sein de la cavité principale de Mcl-1. Il s’agit du triplet                  
(Q221 R222 et N223). Zhang et al.,30 ont démontré que ce motif QRN joue le rôle d’un                 
switch conformationnel. 
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Une conformation hélicoïdale de ce motif favorise l’ubiquitination in vitro de Mcl-1.            

 
Figure 10. Sites fonctionnels de la protéine anti-apoptotique Mcl-1. A. Cys286, site de modulation              
allostérique; B.  Surface et cavités hydrophobes formant le site d’interaction orthostérique. 
 

1.3.3. Outils thérapeutiques récents ciblant la protéine Mcl-1 
Le gène de Mcl-1 est parmi les gènes les plus surexprimés dans plusieurs types de cancer.31                
(Figure 11 ). Elle est particulièrement surexprimée dans le cancer de l’ovaire, du sein, et les               
lymphomes. Cette surexpression est une stratégie utilisée par les cellules cancéreuses pour            
échapper à l’apoptose. 
 
Mcl-1 est également responsable de la résistance aux traitements anticancéreux visant           
d’autres protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 ou Bcl-xL. 
 
Ces paramètres rendent Mcl-1 une cible thérapeutique de choix dans la lutte contre le cancer. 
Une des stratégies utilisées pour développer des inhibiteurs de Mcl-1, est de mimer le réseau               
d’interactions protéine-protéine entre les peptides BH3-only et la large cavité hydrophobe qui            
les séquestre. 
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Figure 11. Profil d’expression (mRNA et protéique) de Mcl-1 sur différents cancers. (source Human Protein 
Atlas database-d’après D’Aguanno et al.)32 
 
Cette approche a donné naissance aux inhibiteurs BH3-mimétiques.33 La Figure 12 résume            
schématiquement les principaux inhibiteurs BH3-mimétiques visant les protéines        
anti-apoptotiques. 
 
La première génération des inhibiteurs BH3-mimétiques avait une sélectivité limitée envers           
les protéines anti-apoptotiques. L’exemple est le pan-inhibiteur obatoclax (GX15-070),         
capable d’interagir avec toutes les protéines anti-apoptotiques.34 Un deuxième exemple est le            
composé AT-101, dérivé du gossypol, qui interagit avec Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1.35,36 Ce             
composé a été évalué en phase clinique I et II sur des cancers hématologiques et solides.                
Mais, du fait de leur toxicité, le développement de ces deux inhibiteurs a été arrêté.32 
 
L’ABT-737 a été l’un des premiers BH3-mimétiques proposés.37 Cet inhibiteur de Bcl-xL,            
Bcl-2 et Bcl-w a été évalué sur des cellules de leucémie chronique (CLL),38 mais également               
sur des tumeurs solides.37 
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Figure 12. Représentation schématique des principaux inhibiteurs BH3-mimétiques des protéines          
anti-apoptotiques. D’après D’aguanno et al.,32 
 
Du fait de sa faible biodisponibilité orale, l’ABT-737 a été limité, et le Navitoclax, son               
homologue biodisponible oralement a été proposé. Le Navitoclax a montré une efficacité            
thérapeutique in-vivo sur des modèles de leucémie.39 Toutefois, le Navitoclax a également            
provoqué une thrombocytopénie médiée notamment par l’inhibition de Bcl-xL.40 
 
Cette toxicité du Navitoclax a été récemment levée par le développement du DT-2216, un              
PROTAC (Proteolysis-targeting Chimera), qui permet de diriger Bcl-xL à interagir avec la            
VHL (Von Hippel-Lindau) E3 Ligase, causant ainsi sa dégradation. Étant donné que la VHL              
est peu exprimée dans les cellules plaquettaires, la toxicité est réduite tout en gardant un bon                
potentiel thérapeutique.41 
 
S’agissant des inhibiteurs sélectifs pour Mcl-1, plusieurs sont actuellement disponibles.          
L’inhibiteur UMI-77, 42 fut l’un des premiers, et il a montré une efficacité in vivo sur des                
lignées pancréatiques (Ki = 490 nM pour Mcl-1). 
 
En 2015, notre laboratoire (CERMN) en collaboration avec l’unité BioTICLA, a proposé un             
BH3-mimétique (le Pyridoclax) qui a montré une sélectivité envers Mcl-1 en combinaison            
avec des stratégies anti-Bcl-xL sur des lignées tumorales ovariennes.43 
 
En 2016, les équipes de Servier et Vernalis ont proposé le composé S63845, inhibiteur              
sélectif sur Mcl-1 (K i = 1,2 nM) possédant une activité in vivo. Ce composé active l’apoptose                
BAX/BAK dépendante in vivo et in vitro sur des lignées hématologiques.44 

18 

1. Introduction générale

https://paperpile.com/c/9egWQK/CeST
https://paperpile.com/c/9egWQK/LbXg
https://paperpile.com/c/9egWQK/bdP0
https://paperpile.com/c/9egWQK/8ahN
https://paperpile.com/c/9egWQK/QeOX
https://paperpile.com/c/9egWQK/9H2U
https://paperpile.com/c/9egWQK/9SN4


 

Un composé dérivé du S-63845, le S-64315/MIK-665 est sous évaluation clinique en phase I              
chez des patients atteints de lymphomes, AML, et en thérapie combinée avec le Venetoclax.              
Cette molécule est administrée par perfusion.45 
 

L’inhibiteur AMG-176 a été proposé par AMGEN. Cette molécule est très sélective pour             
Mcl-1 (K i < 1 nM). Elle exprime une efficacité à restaurer l’apoptose sur des lignées               
cellulaires hématologiques. L’AMG-176 est sous évaluation clinique en monothérapie chez          
des patients AML ou en thérapie combinée avec le Venetoclax (NCT03797261). Il est             
important de noter toutefois, que des données sur la toxicité cardiaque 46 de cette série               
(notamment l’AMG-397, NCT03465540) ont été relevées. 
 
Le laboratoire Astrazeneca a également proposé un inhibiteur avec une affinité en dessous du              
nanomolaire (K i = 0,2 nM) pour Mcl-1: le composé AZD-5991. 47 De façon similaire au              
composé de Servier, l’AZD-5991 restaure l’apoptose de façon BAX/BAK dépendante (voie           
intrinsèque). 
 
La Figure 13 montre des exemples de structures chimiques d’inhibiteurs sélectifs pour 
Mcl-1. 

 
Figure 13. Structures des principaux inhibiteurs BH3-mimétiques et inhibiteurs sélectifs Mcl-1. 
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2. Aspects méthodologiques 
 
Dans le cadre des travaux de cette thèse, nous faisons appel aux méthodes de simulation de                
dynamique moléculaire (DM). Dans cette section les aspects théoriques relatifs à ces            
simulations seront résumés. 

2.1. Simulation de dynamique moléculaire 
Dans les dernières décennies, beaucoup de progrès dans la détermination des structures            
tridimensionnelles des protéines ont été apportés par des méthodes expérimentales, en           
particulier, la cristallographie aux rayons-X,48 la résonance magnétique nucléaire 49 ou           
récemment la cryo-microscopie électronique.50  
 
Aller au-delà de l’image statique des structures reste toutefois un défi. Même si un grand               
nombre de techniques a été proposé telles que la relaxation RMN, la spectroscopie de              
fluorescence ou la cristallographie aux rayons-X à résolution temporelle,51 aucune permet           
l’accès à la flexibilité intrinsèque des protéines sur des échelles fonctionnelles. 
Malgré les récents progrès, les méthodes expérimentales ayant une résolution          
spatio-temporelle entre la nano/microseconde et le nanomètre sont peu disponibles pour une            
analyse de routine. Pour cela, l’information concernant les états conformationnels de la            
protéine in vivo reste obscure. En particulier, les processus de transition entre deux états              
conformationnels, nécessaires à la compréhension de la fonction d’une protéine, sont en            
général mal décrits. 
 
Dans ce contexte, les simulations de dynamique moléculaire (DM) représentent une approche            
intéressante pour obtenir une information sur la dynamique des protéines à résolution            
atomique et à l’échelle de la micro/milliseconde. 
 
Depuis la première DM d’une protéine, il y a environ 40 ans,52 la simulation de la dynamique                 
moléculaire est aujourd’hui considérée comme la méthode de choix pour étudier la            
dynamique des biomolécules. 

2.1.1. Principes et approximations 
La théorie sous-jacent les simulations de dynamique moléculaire reste simple. 
Pour un système biomoléculaire à N particules (atomes), la résolution de l’équation de             
Schrödinger temps-dépendante: 
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pour la fonction d’onde à N  particules 𝛹(r,t) est très prohibitive sinon impossible. 
Plusieurs approximations sont donc nécessaires pour simuler une biomolécule solvatée, à           
l’échelle de la microseconde. 
 
Approx 1. La première approximation est relative à la position du noyau et des électrons. Du                
fait que la masse du noyau est largement supérieure à celle des électrons, et par conséquent la                 
grande vélocité des électrons par rapport au noyau, les électrons sont assumés suivre le              
mouvement des noyaux. De ce fait, dans le cadre de l’approximation de Born-Oppenheimer,             
seulement la position des noyaux est à considérer, avec les degrés de liberté électroniques              
influençant la dynamique du noyau traités sous la forme d’une énergie potentielle V(r) . 
 
Approx 2. La deuxième approximation essentielle utilisée dans le cadre des simulations de             
DM, est la description classique du mouvement des noyaux par la seconde équation de              
Newton: 

 
où mi est la masse du noyau i et ri est la position du noyau i, l’opérateur nabla ∇ représente                    
le gradient du potentiel.  
 
Avec la description classique du mouvement des noyaux, l’équation de Schrödinger pour les             
degrés de libertés électroniques doit être résolue pour obtenir l’énergie potentielle V(r) . 
Cependant, du fait du nombre élevé d' électrons, une troisième approximation est nécessaire. 
 
Approx 3. Un champ de force semi-empirique est introduit pour approximer V(r) . Un champ              
de force est un ensemble de termes additifs et fonctionnels permettant de modéliser les              
interactions liantes et non liantes d’une molécule. Une forme générale d’un champ de force              
est donnée par l’équation 3: 
 

 
 
Les termes simples sont de type harmonique (ex. V liaison, V angles) ou motivés par une loi               
physique (ex. potentiel de Coulomb V coul, potentiel de Lennard-Jones V L,J). Ces termes sont             
définis par leur forme fonctionnelle et un nombre de paramètres (ex. un rayon atomique pour               
les interactions de Van der Waals). 
 
Tous les paramètres sont déterminés en utilisant des calculs quantiques ab-initio, ou par             
comparaison des mesures expérimentales structurales et thermodynamiques avec des         
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moyennes d’ensembles de DM de petites molécules. Entre les différents champs de force, le              
nombre des termes énergétiques et leurs paramètres peuvent varier. 
 
Étant donné la description des protéines comme points massiques (avec une position ri et une               
vitesse v i) évoluant dans un potentiel classique sous une force Fi , une simulation de               
dynamique moléculaire intègre l’équation du mouvement sous forme discrétisée, avec un pas            
d’intégration 𝛥t à l’échelle de la femtoseconde (~ 1 ou 2 fs). Ce pas correspond à la plus                  
élémentaire fréquence vibratoire du système. 
 
L’intégration se fait suivant un schéma numérique. Un exemple est donné par l’algorithme et              
l’intégrateur Leap-frog 53: 
 

 
 
Mis à part les interactions avec les membranes plasmiques et d’autres molécules (ADN,             
co-facteurs, autres protéines), l’eau constitue l’environnement principal des protéines. Pour          
une simulation d’un système modèle, se rapprochant le plus possible des conditions in vivo,              
les molécules d’eau et les ions, dans des concentrations physiologiques, sont ajoutées afin de              
solvater le système protéique. 
 
Ayant une “boîte de simulation” contenant le soluté et le solvant, des artefacts peuvent              
apparaître. Pour éviter ce type d’effets, les conditions périodiques sont souvent appliquées.            
De ce fait, le système étudié n’a pas de surface de contact (on parle d’image ou de                 
continuum). Cependant, cela pourrait induire d’autres effets si le système moléculaire           
interagit avec sa propre image (à cause des interactions électrostatiques longue-distance par            
exemple). 
 

 
Figure 14. Schéma illustrant la notion de boîte de simulation cubique et conditions périodiques.  
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En pratique, ces effets sont minimisés en augmentant la taille de la boîte de simulation.               
Plusieurs choix de cellules unitaires sont possibles: ”cubique”, “octaédrique” … etc. Ces            
choix de la forme permettent un compromis entre la forme de la protéine, le nombre de                
molécules d’eau à utiliser et par conséquent l’échantillonnage nécessaire à réaliser. 
 
Étant donné que le solvant (eau ou autre) induit des modifications sur la structure et la                
dynamique des protéines, les modèles d’eau construits doivent rendre une description précise            
de ses propriétés. À part les modèles d’eau implicites, où l’eau est représentée sous forme               
d’un continuum, plusieurs modèles d’eau explicites ont été présentés.54 
 
Ces modèles diffèrent sur le nombre de particules utilisées pour représenter les molécules             
d’eau et les charges statiques qui leur sont attribuées, permettant de rendre compte de la               
polarisation dans la majorité des champs de force. 
Du fait du caractère statique de ces charges durant les simulations de DM, les effets de                
polarisation explicite ne sont pas considérés. Récemment, plusieurs modèles d’eau          
polarisables ont été proposés.54 
 
Par la résolution de l’équation du mouvement, l’énergie totale du système est conservée, ce              
qui conduit à un ensemble microcanonique NVE (N: nombre d’atomes constant; V: volume             
constant et E:énergie constante). Toutefois, les systèmes biologiques simulés échangent          
constamment de l’énergie avec leur milieu. De plus, une pression usuelle d’un bar est              
présente. 
 
Pour prendre en compte ces caractéristiques, des algorithmes sont introduits afin de coupler le              
système à un thermostat et un barostat permettant de simuler un ensemble canonique NPT (N:               
nombre d’atomes; P: pression constante et T:température constante). 

2.1.2. Limitations des simulations de dynamique moléculaire 
En dépit des avantages que permettent les simulations de dynamique moléculaire pour l’étude             
à l’échelle atomique du mouvement des protéines, des limitations techniques et           
méthodologiques persistent. 
 
Les limitations méthodologiques sont liées à la description classique des atomes et            
l’approximation de leurs interactions par des termes d’énergie simples, au lieu de l’équation             
de Schrödinger. Cela implique que les réactions chimiques (formation et déformation des            
liaisons chimiques) ne soient pas décrites dans le cadre d’une DM simple. D’autres méthodes              
permettant un traitement au niveau électronique de la protéine existent: “calculs QM/MM”.55            
Par contre, ces méthodes restent encore très coûteuses en temps de calcul et le traitement QM                
est généralement réservé à un nombre réduit de résidus. 
La deuxième source de limitations est la disponibilité de moyens et d’architectures de calculs              
permettant de couvrir le nombre d’itérations nécessaires à simuler des mouvements           
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fonctionnels. Même si les liaisons atomiques des hydrogènes sous contraintes permettent           
d’éliminer les mouvements à très haute fréquence, le pas d’intégration ne peut être supérieur              
à 4 fs. De ce fait, une nanoseconde (10-9s) nécessite environ 250000 itérations pour évaluer la                
force et propager les positions des atomes. 
 
Malgré l’apport des nouveaux progrès algorithmiques et des nouvelles architectures de calcul            
(notamment GPU), la simulation des mouvements et des échelles temporelles au niveau            
desquelles les processus biologiques s’effectuent reste inachevable de façon routinière. De là,            
il est facile de constater que les simulations de DM classiques seules, ne peuvent résoudre le                
problème d’échantillonnage de l’espace des configurations. 
 
Pour pallier ces limitations, plusieurs méthodes ont été proposées. 
L’une des solutions consiste à réduire le nombre d’atomes. Les molécules d’eau par exemple,              
peuvent être traitées de façon implicite. Une deuxième possibilité considère une diminution            
du nombre d’atomes par regroupement, on parle alors de modèles en gros-grains.56 Dans ces              
modèles, les atomes sont regroupés ensemble (exemple: 4 molécules d’eau peuvent être            
regroupées en un “pseudo-atome”). Ces regroupements d’atomes ont deux effets: 
 

- Le premier est la réduction de la taille du système à considérer. 
- Le deuxième concerne le pas d’intégration, qui peut être augmenté en fonction des             

mouvements les plus rapides du système. 
 
Le regroupement d’atomes ne se limite pas aux molécules d’eau et plusieurs modèles pour les               
lipides et protéines existent et permettent une forte réduction du temps de calcul.56 
 
L’efficacité d’échantillonnage (par lissage de la surface d’énergie, voir Figure 15 ), qui            
résulte de la réduction du nombre d’atomes, a par ailleurs une conséquence sur la précision               
du modèle physique (description des interactions), comparé au modèle tout-atome. Cela           
réduit en effet, le domaine d’applicabilité de cette approche, notamment pour l’étude des             
interactions protéine-ligand où une description la plus fine est souvent nécessaire. 
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Figure 15. Effet du passage entre une représentation tout-atome d’un système moléculaire (peptide) vers une               
représentation en gros-grain. La réduction du nombre d’atomes permet de “lisser” la surface d’énergie,              
permettant ainsi une accélération de l’échantillonnage de l’espace conformationnel. Adapté d’après Kmiecik et             
al.56 
 

2.2. Méthodes d’échantillonnage amélioré 
L’objectif premier d’une simulation de DM est l’estimation d’observables macroscopiques          
(pouvant être mesurés au laboratoire par exemple) à partir des états microscopiques (décrits             
par la position et la vitesse des atomes) du système étudié. 
Le lien entre ces deux niveaux de description se fait par le biais  de la mécanique statistique. 

2.2.1. Surface d’énergie potentielle (PES) et surface d’énergie libre (FES) 
On s’intéresse à un système à N atomes (N de 1 à 106 atomes) dans un espace des phases                   
2dN-dimensionnel (N  de 1 à 3). 
 
Une dynamique moléculaire propage le mouvement du système étudié en intégrant l’équation            
de Newton du mouvement à température T (ou la température inverse 𝛽 = 1/k BT, k B est la                 
constante de Boltzmann) sous un champ de force classique permettant de rendre compte du              
potentiel interatomique. 
 
On s’intéresse également aux mouvements occurrents à des échelles temporelles largement           
supérieures aux fréquences vibrationnelles les plus élémentaires du système ( > 1 ou 2 fs-1).  
Cela implique que les phénomènes étudiés soient considérés comme des processus ou            
événements rares. 
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Deux concepts liés découlent des événements rares: la séparabilité de l’échelle temporelle des             
mouvements et la markovianité de la dynamique. 
 

a. Séparabilité des échelles temporelles. 
Cela sous-entend que la dynamique du système évolue sous des régimes différents,            
impliquant la présence de puits d’énergie profonds permettant de les distinguer. En            
d’autres termes, le temps de décorrélation d’une variable du système (𝝉b) dans un             
puits d’énergie est beaucoup plus rapide que celui permettant la sortie du puits (𝝉 e) (𝝉b               

<< 𝝉e) (Voir Figure 16) 
 

b. Markovianité du processus. 
Un processus est dit Markovien ou ayant la propriété de Markov, si l’état du système               
à un temps (t+1) ne dépend que de son état à l’instant (t) et non pas des états                  
précédents: 
 

 
 

Cela implique pour un système moléculaire sortant d’un puits d’énergie profond, une “perte             
du chemin permettant l’accès au puits”. Cette propriété est raisonnable, puisqu’un simple            
changement dans les conditions initiales (par une perturbation du thermostat par exemple)            
engendre une trajectoire différente sur la surface d’énergie. 
 
Donc, une dynamique moléculaire est un processus de Markov avec une composante            
déterministe (champ de force et l’énergie potentiel U(r)) et une composante stochastique            
(émanant des fluctuations du thermostat par exemple).57 

 
 
Figure 16. Séparation des échelles temporelles et markovianité d’un processus. 
A. Schéma d’un profil d’énergie unidimensionnel. (x) représente une variable réactionnelle et (y) l’énergie. (R):               
réactif; (P): produits; (TS): état de transition; La profondeur des puits est largement supérieure à KB T ou la                  
fluctuation d’énergie associée à x. De ce fait, le passage du bassin 1 (R) vers le bassin 2 (P) devient un                     
événement rare et les états de transitions sont très peu visités (séparation des échelles temporelles). 
B. Analogie avec une marche aléatoire sur un graphe. Pour un processus Markovien, la transition du cluster 1                  
(état 2) vers le cluster 2 ne dépend que de l’état de la matrice de Markov à l’état 2 et non des états précédents. 
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Une analogie intéressante pour illustrer ces deux propriétés, est la marche aléatoire dans un              
graphe. En effet, un marcheur aléatoire passe beaucoup plus de temps (donc une énergie plus               
faible) à explorer les états accessibles dans le cluster 1 (intra-cluster) que de temps passé dans                
les états de transitions inter-clusters (énergie plus élevée). Ceci illustre la propriété de             
séparabilité des échelles temporelles. La markovianité indique que la transition cluster 1 ->             
cluster 2 ne dépend que de l’état du système (l’état de la matrice des transitions ou matrice de                  
Markov) à l’état 2 et non des états précédents (dans le cluster 1) (voir Figure 16) 
 
En évoquant les deux propriétés précédentes, la notion de paysage d’énergie peut être             
introduite. 
 
La généralisation de cette notion, à l’espace des coordonnées atomiques R à partir de l’espace               
des configurations (3N dimensionnel) possibles, et en considérant l’énergie potentielle U(R)           
du système, nous permet de caractériser et de définir la notion de surface d’énergie              
potentielle (PES). 
 
Plusieurs méthodes sont disponibles dans la littérature pour caractériser une surface d’énergie            
potentielle (PES). 
 
Un exemple de ces approches est la méthode de l’hyperdynamique.58,59 Dans cette approche,             
l’exploration de l’espace des phases est accélérée en surélevant les bassins d’énergie sans             
modifier les états de transitions. 
Une variante de cette méthode, est connue sous le nom générique de “dynamique moléculaire              
accélérée”,60 dans laquelle le biais additionnel (ou “boost”): 𝛥V(R) = 𝛥V{U(R)} , où U(R) est              
l’énergie potentielle du système, permet au système d’échapper la trappe cinétique. 
 
Ces méthodes sont traditionnellement appliquées aux systèmes à taille réduite, du fait de leur              
coût de calcul élevé. En effet, une surface d’énergie potentielle contient un nombre élevé              
d’états de transition (“saddle points”), on parle alors de rugosité du paysage d’énergie, un              
concept mis en avant par Frauenfelder pour les protéines.61,62 
 
Une stratégie alternative consiste à caractériser une surface d’énergie libre (FES: ”Free            
Energy Surface”), en fonction d’un ensemble de variables collectives (ou coordonnées           
réactionnelles) s={s 1,...s k} où k << N. 
Cet ensemble de variables collectives est donc un sous-ensemble de l’espace des phases. Son              
choix est souvent dicté par le processus ou le mécanisme à étudier. 
 
En terme de l’énergie potentielle du système U(R) , l’énergie libre F(s) peut être définie par: 
 

 

27 

2. Aspects méthodologiques

https://paperpile.com/c/9egWQK/m4d6v+FASEF
https://paperpile.com/c/9egWQK/hHg2j
https://paperpile.com/c/9egWQK/4C6Td+KJhDs
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=F(s)%5Cquad%20%3D%5Cquad%20-%5Cbeta%20%20%5Cln%20%7B%5Cint%20%7B%20dR%5Cdelta%20(s-s(R))e%5E%7B-%5Cbeta%20U(R)%7D%20%7D%20%20%7D%5Cquad%5Cquad%20(Eq.6)#0


 

Cette définition diffère donc de la définition traditionnelle de l’énergie de Helmholtz 63 par le               
terme δ(s-s(R)) . Ce terme permet la sélection d’une région dans l’espace des phases associée              
à une valeur s  de la variable collective. 
 
Plusieurs méthodes basées sur la construction d’une surface d’énergie libre (FES) en utilisant             
une ou plusieurs variables collectives ont émergé. Une revue faisant le point sur ces méthodes               
a été proposée par Allison et al.64 
 
En résumé, deux méthodes phares sont représentatives de ces approches: la méthode            
d’échantillonnage “parapluie” ou (Umbrella Sampling: US) et la Métadynamique (MetaD). 
Ces méthodes sont communément appelées: dynamiques moléculaires biaisées, dans le sens           
où un biais V(s) est utilisé dans l’espace des variables collectives (s) pour encourager le               
système à explorer davantage l’espace des configurations. 
 
L’Umbrella Sampling (US) a été proposée par Torrie et Valleau en 1977.65 Dans cette              
approche, un biais V umb(s) sous forme d’un potentiel harmonique sur une variable collective             
(s) , est ajouté au système. 
 

 
 
Où s est une variable collective; s 0 est la valeur de la variable collective pour laquelle le biais                  
est ajouté et K la constante de force appliquée. 
 
Cette méthode nécessite un ensemble de simulations (une simulation pour chaque valeur s 0)             
appelées “fenêtres” (voir Figure 17) nécessaires pour couvrir (s) . Chaque simulation permet            
une estimation biaisée de l’énergie libre. Une estimation non-biaisée est obtenue par  
 

 
 
où N(s) est un histogramme des états visités; V umb(s) est le potentiel appliqué; 𝛽 = 1/kBT avec                 
k B constante de Boltzmann et T la température en Kelvin. 
 
L’ensemble des profils d’énergie libre non-biaisée, obtenus pour chaque valeur s0 de s est              
combiné par une analyse d’histogramme WHAM (“Weighted Histogram Analysis         
Method”)66  afin de reconstruire le profil d’énergie libre complet sur (s) . 
 
L’application de l’US, nécessite donc une connaissance préalable de l’état initial et final du              
système. De plus, la définition et la segmentation d’une variable collective reliant les deux              
états n’est pas intuitive, et un chevauchement des profils sur s  doit être vérifié. 
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2.2.2. Métadynamique 
 
La métadynamique (MetaD) a été proposée par Laio et Parrinello en 2002.67 Elle reprend              
l’essence de l’Umbrella Sampling, à savoir déposer un biais sur un espace de variables              
collectives pour favoriser l’exploration de la surface d’énergie libre. 
Mais à l’encontre de l’US, une seule simulation est réalisée (variante classique de la MetaD)               
et le biais est non pas statique, mais dynamique. 
 
Dans une simulation de MetaD, un biais répulsif sous une forme de gaussienne est ‘versé’ de                
façon “histoire-dépendante” dans l’espace des variables collectives. 
 
Dans sa variante classique, le potentiel U G(s,t)  est de la forme:  
 

 
 
Avec: ( w) la hauteur de la gaussienne; (σ) sa largeur; (𝜏) est le pas de déposition; s(R,t)  est la 
valeur de la variable collective au temps t  pour les coordonnés (R) . 
 
Une fois la convergence de la MetaD atteinte, la surface d’énergie libre est “noyée” par le                
potentiel déposé tout au long de la trajectoire. Une estimation non-biaisée de l’énergie libre              
sur la variable collective (s)  est donnée lorsque t tend vers l’infini par la limite: 
 

 
 
La variante classique de la MetaD peut mener à des erreurs une fois que les variables                
collectives deviennent diffusives. En effet, après l’aplatissement de la surface d’énergie libre            
à la fin de la simulation, l’algorithme classique de la MetaD continue de déposer un biais tout                 
au long de la variable collective (voir Figure 17). 
Afin de remédier à ce problème, une variante “bien tempérée” WT-MetaD (well-tempered            
MetaD) a été proposée par Barducci et al.68  
 
Dans la WT-MetaD, le taux de déposition (c.à.d la hauteur de la gaussienne par unité de                
temps) est diminuée de façon adaptative là où le biais est accumulé. 
 
La hauteur de la gaussienne est recalculée à chaque pas selon l’équation: 
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où 𝛥t est un paramètre permettant d’adapter la vitesse à laquelle la hauteur w est réévaluée                
par le facteur-biais (“Bias Factor”) B = T+𝛥t/T. La valeur standard du facteur-biais pour des               
simulations de MetaD de protéines est entre 10 et 20. 
 
L’échantillonnage de l’espace de la variable collective est ainsi effectué à une température             
élevée ou régulée par le facteur-biais (d’où le nom de cette variante): 
 

 
 
Lorsque 𝛥t approche de 0, le régime d’une dynamique conventionnelle est retrouvé, et             
lorsque 𝛥t  tend à ∞, la variante classique de la MetaD est obtenue. 
 
L’effet de la diminution des hauteurs des gaussiennes, permet une exploration et une             
reconstruction plus précise de la surface d’énergie libre. Cependant, cela a un coût: lorsque le               
taux de déposition est réduit, le temps de simulation nécessaire pour la convergence se trouve               
prolongé. 

 
Figure 17. Principales méthodes d’échantillonnage amélioré pour les simulations de DM. 
a. Dans une simulation de DM non biaisée, le système explore les conformations disponibles dans un puits                 
d’énergie sans pouvoir explorer d’autres. 
b. Pour la méthode de l’Umbrella Samling (US), un biais harmonique est construit tout au long des                 
segmentations (fenêtres) sur la variable collective (CV). 
c. Métadynamique conventionnelle (MetaD): un biais sous forme d’une gaussienne est déposé tout au long de la                 
variable collective, permettant une estimation du profil d’énergie. 
d. Métadynamique bien tempérée (WT-MetaD). Le biais déposé pendant la simulation décroît selon un schéma               
déterminé. Cela permet de réduire l’erreur sur le profil d’énergie libre.  
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2.2.3. Choix des variables collectives et réduction de dimensionnalité. 
 
La convergence des surfaces d’énergie libre (FES) obtenues et le choix des variantes de la               
MetaD à utiliser est dicté par le processus étudié, les ressources de calcul disponibles mais               
surtout de la possibilité à identifier un ensemble de variables collectives à même de distinguer               
les différents états conformationnels de la protéine.  
 
En pratique, la première étape pour choisir une/des variables collectives (CVs) est l’analyse             
des données expérimentales disponibles. Pour les protéines, les ensembles structuraux          
résultants des différentes études par RMN et diffraction aux rayons X, peuvent être utilisés              
pour cette tâche.69 Nous donnons un exemple d’une extraction de variables collectives à             
travers des ensembles structuraux de Mcl-1 au chapitre 3. 
 
Dans le cas où les processus étudiés sont assez complexes, notamment à cause de leur               
dimensionnalité inhérente, d’autres types de procédures sont nécessaires afin d’estimer les           
CVs. En effet, l’utilisation des approches d’apprentissage-machine (supervisées ou non) et de            
réduction de dimensionnalité, peuvent être d’utilité pour ce type de problèmes. 
 
L’Analyse en Composantes Principales (ACP) est l’une des méthodes non-supervisées de           
réduction de dimensionnalité.70 On appelle communément la dynamique extraite par          
réduction de dimensionnalité sur une trajectoire de dynamique moléculaire: dynamique          
essentielle. 
 
L’espace de la dynamique essentielle résulte d’une projection des coordonnées cartésiennes           
(“snapshots” de la trajectoire), sur un espace orthogonal formé par les vecteurs propres. Ces              
vecteurs propres sont obtenus par une diagonalisation d’une matrice de covariance C. 
 

 
 

où : R est un vecteur des coordonnées (atomes C𝛼 par exemple) des N résidus de la protéine                  
et <R> est la moyenne sur la trajectoire. 
 
Les composantes principales sont obtenues par une décomposition de C en valeurs propres et              
vecteurs propres: 

 
où: p i est le ième vecteur propre et σi sa valeur propre associée. 
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Ainsi, la première composante principale (PC1 ou p 1) et sa variance σ 1 associée, définissent 
le premier mode de basse fréquence de la dynamique de la protéine. 
 
Les premiers résultats démontrant l’utilité et l’intérêt des modes à basse fréquence pour les              
protéines proviennent de l’analyse des modes normaux (NMA) de la trypsine pancréatique.71 
 
L’analyse par modes normaux assume toutefois l’harmonicité de la dynamique autour d’un            
puits d’énergie (les modes normaux sont calculés par diagonalisation de la matrice Hessienne            

d’une seule structure). L’analyse par modes normaux reste toutefois limitée, face aux             1

mouvements anharmoniques, qui sont souvent d’intérêt, et liés à la diffusion des populations             
conformationnelles de la protéine entre différents puits d’énergie. De ce fait, la dynamique             
essentielle est ici privilégiée. 
 
Nous avons mis à profit la dynamique essentielle, pour l’étude de la dynamique             
conformationnelle de Mcl-1. Des exemples d’application sont donnés au chapitre 3 et 4. 
 

3. Organisation du manuscrit et objectifs 
Ce manuscrit est organisé en quatre chapitres. Le présent chapitre est une introduction qui              
présente une vue d’ensemble sur le contexte de l’étude et les aspects méthodologiques utilisés              
tout au long de cette thèse. 
 
Le deuxième chapitre concerne une étude sur le mode d’interaction du Pyridoclax (un             
inhibiteur BH3-mimétique) avec la protéine Mcl-1. 
 
Dans le troisième chapitre, la dynamique et l’espace conformationnel de Mcl-1 sont étudiés et              
un mécanisme d’inhibition allostérique de Mcl-1 est proposé. 
 
Le quatrième chapitre, traite d’une approche de détection de poches cryptiques sur Mcl-1 par              
dynamique moléculaire biaisée.  
 
Enfin, une conclusion générale permet de synthétiser les résultats obtenus. 
 
 
 
 
 
 
 

1 Dérivée seconde de l’énergie potentielle V: (𝜕2 V)(𝜕xi𝜕xj) 
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CHAPITRE 2.  

Mode d’interaction entre le Pyridoclax et Mcl-1 
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1. Motivation 
Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia-1) est une protéine anti-apoptotique, membre de la famille            
des protéines Bcl-2. Cette protéine se retrouve surexprimée dans un ensemble de cancers. 
 
Le pyridoclax est un inhibiteur BH3-mimétique, qui interagit avec Mcl-1 et restaure            
l’apoptose dans des lignées de tumeurs ovariennes résistantes à des traitements existants. 
 
Dans cette étude, des données expérimentales sont complémentées par des simulations de            
dynamique moléculaire afin de proposer un mode d’interaction entre le Pyridoclax et Mcl-1. 
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3. Conclusion et perspectives 
L’étude de l’association entre le Pyridoclax et Mcl-1 par spectroscopie RMN et simulations             
de dynamique moléculaire, a montré que le Pyridoclax se fixe sur le site orthostérique de               
Mcl-1. Le Pyridoclax établit des contacts hydrophobes avec les résidus de la poche P2 via son                
groupement styryl. Une interaction avec la Lys234 a également été relevée et pourrait             
expliquer la sélectivité du Pyridoclax à Mcl-1. 
 
Des études complémentaires seront prochainement effectuées, notamment pour caractériser le          
processus d’interaction, et estimer des constantes d’affinité via des dynamiques moléculaires           
biaisées (“MD Binding approach” ou “Funnel Metadynamics”).  
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CHAPITRE 3.  

Espace conformationnel et inhibition allostérique de 
Mcl-1 
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1. Motivation 
La caractérisation de la structure et de la dynamique des protéines est une étape primordiale               
pour comprendre leur fonction. 
 
Pour notre cible d’étude, la protéine Mcl-1, plusieurs structures ont été résolues            
expérimentalement, notamment dans le cadre du développement d’outils thérapeutiques. 
Cependant, une caractérisation fine de sa dynamique n’est pas décrite dans la littérature. 
 
Dans ce chapitre, trois objectifs ont été considérés : 
 

● Apporter une meilleure compréhension des éléments structuraux contrôlant la         
dynamique de Mcl-1, à travers une analyse des ensembles structuraux. 

● Affiner la description des états conformationnels que la protéine occupe, notamment           
sous sa forme apo. 

● Détailler le mécanisme moléculaire permettant l’inhibition allostérique de Mcl-1. 
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3. Conclusion et perspectives 
Dans cette étude, la dynamique de Mcl-1 a été caractérisée en considérant trois volets              
principaux: 
 
D’abord, l’analyse des ensembles structuraux a permis de dégager deux axes de dynamique             
essentielle pour Mcl-1. Un premier axe, concerne le mouvement de ‘respiration’ des hélices             
formant son site orthostérique. Un deuxième axe représente un mouvement corrélé de ses             
boucles internes. Les résidus clés contribuant aux mouvements essentiels ont été identifiés. 
 
En deuxième lieu, à travers une caractérisation d’une surface d’énergie libre, nous montrons             
que Mcl-1 adopte un équilibre conformationnel entre une conformation fermée et une            
conformation intermédiaire (“ready to bind”). 
 
Finalement, le mécanisme d’inhibition allostérique a été révélé et un modèle de transmission             
du signal allostérique a été proposé. 
 
Toutefois, il est à noter que la protéine Mcl-1 exerce ses fonctions au sein de la membrane                 
externe de la mitochondrie et non dans le cytosol. De ce fait, sa structure et ses états                 
conformationnels au sein d’un environnement membranaire reste une question à adresser. 
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CHAPITRE 4.  

Détection de poches cryptiques par simulations de 
métadynamique sur l’espace de la dynamique 

essentielle: application sur Mcl-1 
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1. Motivation 
Les protéines sont des entités dynamiques. Leur dynamique est souvent une signature de la              
fonction qu’elles exercent. 
Les fonctions biochimiques qu’elles effectuent sont le fruit des interactions qu’elles           
établissent, soit en formant des complexes protéine-protéine ou protéine-ligand. Ces          
interactions requièrent des déformations au niveau de la surface protéique permettant la            
formation de poches. 
 
Plusieurs types de poches sont répertoriés. Les poches cryptiques sont un type de poches              
majoritairement disponible à l’état lié de la protéine (“holo”). L’identification des poches            
cryptiques est une étape d’intérêt, notamment dans le cas des protéines difficiles à cibler par               
des approches classiques. Des approches expérimentales existent, mais elles sont souvent           
coûteuses et non applicables à très large échelle.  
 
Dans ce contexte, les simulations de dynamique moléculaire (DM) représentent une approche            
de choix pour étudier et caractériser la dynamique de formation des poches cryptiques. 
Néanmoins, l’application des DM dans la détection des poches cryptiques reste limitée pour             
deux raisons principales: 
 

● L’ouverture des poches cryptiques nécessite souvent le passage de barrières          
énergétiques difficilement atteignables par DM non biaisée. 

● L'application des DM biaisées nécessite un choix pertinent des variables collectives,           
capables de représenter efficacement les déterminants de l’ouverture des poches          
cryptiques. 

 
Dans ce chapitre, la métadynamique sur l’espace de la dynamique essentielle, est combinée             
avec un algorithme de détection des poches (Pocketron), dans le but d’identifier et répertorier              
les poches cryptiques d’une protéine. Cette approche a été testée sur notre cible d’étude: la               
protéine Mcl-1. 
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Abstract 

Cryptic pockets (hidden protein pockets) detection is a hot topic in structure-based drug             

discovery, especially for drugging the still undruggable proteome. The experimental detection           

of cryptic pockets is still considered an expensive endeavor. Thus, computational methods,            

such as atomistic simulations are used instead. These simulation methods are able to provide              

a perspective on the protein dynamics that overpasses the static and average view provided by               

the experimental X-ray structures. Nonetheless, unbiased MD simulations fall short for the            

detection of transient and cryptic pockets requiring the crossing of high energy barriers.             

Enhanced sampling methods, such as Metadynamics, provide a solution to overcome the            

time-scale problem faced by unbiased molecular dynamics simulations. However, these          

methods are still limited by the availability of a collective variables space able to clearly               

capture the intricate parameters leading to cryptic pockets opening. Unfortunately, the design            

of such CVs requires a priori knowledge of the binding site, information that is by definition                

lacking for cryptic pockets. In this work, we evaluated the use of the Metadynamics biasing               

scheme on essential coordinates space as a general method for cryptic pocket detection. This              

approach was applied to an anti-apoptotic protein: Mcl-1 as a test model. The results obtained               

show the efficiency of this method to draw in an unsupervised way the full repository of                

Mcl-1’s known and new cryptic pockets. 

 

Keywords Mcl-1, Protein dynamics, Metadynamics on essential coordinates; cryptic pockets          

detection. 
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1. Introduction 

Proteins are biomolecular entities required for a large set of biological functions assured             

by living cells. The comprehension of their dynamics is necessary to unravel the full              

spectrum of the functions they assure.1 Protein perform their function by interacting with             

each other via protein-protein interactions or by interacting with other molecules (small            

ligands, cofactors ...etc). This interaction requires a deformation at the protein’s surface in             

order to favor the formation of the protein/ligand complex. These deformations at the surface              

are generally termed protein pockets. Many types of pockets were described in the literature.2              

Among them, cryptic pockets form a type of pockets available only at the holo state of the                 

protein. The detection of this type of pockets is possible via site-directed tethering,3 the use of                

antibodies4, or large-scale fragment screening.5 However, such experimental methods are still           

expensive, which limits their routinely use for an early drug discovery stage. In such settings,               

computer simulations of protein dynamics are able to provide key structural and            

conformational elements to guide the detection of the cryptic pockets. 

 

The first requirement for protein dynamics simulations is the availability of a good             

starting experimental structure. Such data is usually acquired via X-ray and NMR            

experiments. The structures provided by X-ray experiments and hence the pockets computed            

from these structures are limited by the static and average nature of such data (Figure 1). 
 

The second challenge that faces the detection of cryptic pockets via unbiased molecular             

dynamics simulations is the time-scale problem and the conformational ensembles covered.           

In fact, even long time-scale simulations fail to detect transient and hidden pockets and the               

exploration of significant conformational changes is not reachable even by using modern            

computing architectures. Enhanced sampling methods such as Umbrella Sampling,6         

Metadynamics7 were developed to deal with such reduced sampling problems. However,           

these methods require a collective variable (CV) space to explore. Unfortunately, for cryptic             

binding sites detection, the knowledge of the binding site is by definition lacking. Thus, the               

design of general CV spaces is of great interest, and efforts were made in this direction, by                 

using for instance the hydrophobicity of the cryptic pockets as CV,8 but still, these methods               

require an a priori  knowledge of the binding site. 
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In this work, we evaluate the use of the Metadynamics scheme on essential coordinates              

space as a general approach to detect cryptic pockets. The essential coordinates space is              

computed via the essential dynamics9,10 extracted from an unbiased MD simulation. 

This approach was evaluated on the Bcl-2 protein family member: Mcl-1 (Figure1). This             

protein is an anti-apoptotic member with an increasing therapeutic interest for anti-cancer            

drug development.11 The results that we obtained show the efficiency of this strategy to draw               

the repository of the cryptic pockets at the protein surface and to enhance the exposure of the                 

pockets. 
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Figure 1. Cryptic pockets detection from experimental structures is limited by the average             
and static nature of the data. The pockets detected from three different conformational states              
of Mcl-1 are shown. A. APO state (from an NMR model, PDB ID 2MHS); B. Holo state                 
synthetic ligand-bound PDB ID 3WIX; C. peptide-bound state (PDB ID 2PQK). The full list              
of residues forming the pockets and their respective average volumes are available in             
supplementary information Table (Table T1). 
 
 

2. Material and methods 

2.1 Unbiased molecular dynamics simulations 

Two unbiased molecular dynamics simulations of 100 ns each were performed. The first,             

starting from the peptide-bound induced conformation (PDB ID: 2PQK) 12, where the           

Bim-BH3 peptide was removed (2PQK-MD simulation). The second, starting from the           

synthetic ligand-bound structure (PDB ID: 3WIX)13, where the LC3 synthetic ligand was            

removed as well (3WIX-MD simulation). The Schrödinger’s Protein Preparation Wizard          

(PrepWizard) was used to prepare the starting structures. All of the molecular dynamics             

simulations were performed using NAMD 2.1214 with the Charmm36m forcefield.15 To           

simulate the aqueous solvent environment, each system was surrounded by a rectangular box             

of TIP3P explicit water model,16 and 0.15 M NaCl was added to the system using the                

CHARMm-GUI solvator.17 The chosen box size ensured that the simulated system was at a              

minimum distance of 10 Å from the edge. The VDW interactions were truncated using a               
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force switching function between 10 and 12 Å, and the Particle Mesh Ewald (PME)18 method               

was used to compute the long-range electrostatic interactions. The SHAKE 19 algorithm was            

applied to restrain all bonds involving hydrogen atoms. The systems underwent energy            

minimization for 10.000 steps. The systems were afterward heated up to 303.15 K, and the               

system was temperature-equilibrated during 50 ps via heating reassignment under NVT           

(canonical ensemble) conditions. Finally, the system ran freely for 100 ns under NPT             

(isothermal-isobaric ensemble) conditions. Langevin dynamics with a damping coefficient of          

1 ps -1 was used to maintain the system temperature, and the Nosé-Hoover Langevin20,21 piston              

method was used to control the pressure at 1 atm. 

 

2.2 Metadynamics on essential coordinates space 

A well-tempered Metadynamics22 simulation was used to enhance the sampling of the            

configurational space. The Metadynamics scheme requires a collective variable (CV) space to            

explore. This step is critical since the observables are dependent on the choice of the CV                

space. The essential dynamics (soft modes)23 captured via principal components analysis           

were used in this work. The 2PQK-MD simulation (100 ns) was used as a learning ensemble                

to extract the essential dynamics space (PC1 vector space is illustrated in Figure 2 ). This               

choice was made because the 2PQK-MD simulation explores the transition between the            

peptide-bound conformation (the starting one) and the APO state, as we demonstrated in our              

last work. 24 The Metadynamics starting parameters were estimated from the same unbiased            

MD simulation (2PQK-MD). A Gaussian width of 0.1 was used for both pc1.eig and pc2.eig               

(see plumed_bs12.dat file for more details). The Gaussian width value was equivalent to the              

standard deviation of the collective variables during the unbiased run (2PQK-MD). During            

the simulation, Gaussians were deposited every 500 steps (PACE=500), with an initial height             

of 0.4 and a bias factor of 12. A total of 750 ns was produced at 300 K under the NVT                     

ensemble. The Metadynamics simulation was performed using NAMD 2.12 patched with           

PLUMED 2.3.2. 25 The Gaussian hills produced were analyzed using the Metadynminer R            

package.26 The convergence of the simulation was assessed qualitatively by monitoring the            

free-energy surface and profile during the time (Figure S3). 
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Figure 2. Porcupine plot illustrating the PC1 vector space. Two structures interpolated from             
the PC1 are shown (green and red). The arrows show the direction of the variation for each                 
Cα-atom during the unbiased MD simulation (2PQK-MD). 
 
 

2.3 Pocket’s identification and tracking 

Static pocket detection was performed using the NanoShaper algorithm.27 NanoShaper’s          

definition of a static pocket is based on the difference between the solvent excluded volumes,               

computed via the Connolly−Richards28 definition by considering two probe-radii. The results           

reported in this paper were obtained by considering a 3 Å for the big probe radius and 1.4 Å                   

for the small probe radius. 

 

For pocket tracking during the MD simulations, we used the Pocketron algorithm.29            

Pocketron tracks the pockets during an MD run and provides atom (hence residues) exchange              

between the pockets. This information is crucial for the detection of transient and cryptic              

pockets. On top of providing observables such as pocket volumes, this algorithm is able also               

to derive a semi-quantitative view of the dynamics of the pockets detected by providing a               

network-based overview. For each simulation, water and ions were removed to avoid            

artifacts. A minimum volume of a detectable pocket was set to 4 water molecules to avoid the                 

detection of very small pockets. 
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3. Results and discussion 

3.1 Cryptic pocket networks are MD conformational-ensemble dependent and restricted by           
the sampling limitations 
 

In order to overcome the limitation of pocket detection due to the average nature of the                

protein structures provided by X-ray experiments,30,31 we performed two unbiased molecular           

dynamics simulations. Moreover, to explore the effect of the conformational ensembles           

sampled, two different starting structures were selected. The resulting trajectories were           

submitted to the pocketron algorithm to derive the set of pockets detected during the              

dynamics. The pockets and the networks representing the dynamics are presented in Figure             

3. 
 

For the 3WIX-MD network (Figure 3.A ), seven pockets were found: three pockets at the              

orthosteric binding interface (pID7, pID1, pID11) and four pockets (pID13, pID2, pID9,            

pID3) at the distal binding site. The pockets (pID7, pID1, and pID11) have an average               

volume of 56, 87, and 20 Å3 respectively. The pockets at the distal binding site were slightly                 

more open, with an average volume varying from 156 Å 3 for pID9 to 30 Å3 for the pocket                  

pID2.  

 

Concerning the 2PQK-MD network (Figure 3.B), six pockets were found: two pockets            

near the orthosteric binding site (pID1, pID4); three pockets at the allosteric binding site              

(pID10, pID9, pID6), and one pocket (pID3) at the distal binding site. The pocket volume               

time series fluctuated around an average of 177 Å 3 (with a maximum volume of 700 Å 3) for                 

the distal binding site pocket, 20 Å 3 (with a maximum of 350 Å3 for pID9) for the allosteric                  

pockets, and 16 Å3 (maximum of 200 Å3) for the orthosteric pocket (see supporting              

information Table T2 for the full set of pockets/residues/volumes). 
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Figure 3. Pocket network for two independent MD simulations. A. MD-3WIX; B.            
2PQK-MD. The cryptic pocket sets detected from the unbiased MD simulations are strongly             
related to the initial structure and the conformational ensemble available during the MD             
simulation. 
 

The sets of pockets detected were different. Indeed, the cryptic pockets forming the             

allosteric binding site (near the Cys286) were not detected in the 3WIX-MD simulation. This              

is mainly due to the fact that during the 2PQK-MD simulation, the protein relaxes from the                

holo-like conformation (peptide-bound induced conformation) towards the APO state by          
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engaging the backbone atoms (required for the internal loops). However, for the 3WIX-MD             

simulation, the removal of the synthetic ligand engages a slight reorientation of the protein              

side chains at the orthosteric pocket. We should highlight as well that the allosteric cryptic               

pockets detected in the 2PQK-MD simulation were not persistent and majorly closed at the              

simulation end (average volume around 20 Å 3). This is not surprising since the cryptic              

pockets require a binding event with a ligand (or fragment) to be fully stabilized (cryptic               

pockets are described to be binding pockets with less hydrophobicity than normal pockets).             

These observations are directly linked to the fact that through the dynamics, the             

conformational population shifts toward the APO state (where the cryptic pockets are mainly             

supposed to be closed) but using different pathways (in the high dimensional free energy              

surface). 

All these elements limit the use of conventional MD simulation in cryptic pockets             

discovery and more efficient approaches are sought after. 

 

3.2 Solving the conformational ensemble and sampling limitation by introducing          

Metadynamics on essential coordinates space 

 

We have shown in the last section that the set of transient and cryptic pockets detected                

were very dependent on the starting structure used and the conformational ensemble covered             

during the MD simulation. This drawback is a well-known problem of conventional MD             

simulations, where large conformational transitions requiring a significant entropic         

component are very costly to sample (the time-scale is hardly reachable even by modern              

architectures). 

 

Enhanced sampling techniques, such as Metadynamics, have proven to be effective in            

sampling conformational states of proteins. The use of such methods requires the            

identification of a set of general collective variables able to capture the intricate parameters              

leading to the pocket opening. Efforts were made in this direction but they still assume an a                 

priori knowledge of the binding site.8 Unfortunately, such knowledge is rarely available for             

cryptic pockets. 
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To resume, two challenges face the identification of cryptic pockets. The first is a              

limitation related to the exploration of the phase space and the second concerns a general CV                

space able to focus the sampling on the protein binding sites. To solve the sampling limitation                

inherent to unbiased MD simulations, we enhanced the conformational sampling by adding a             

well-tempered Metadynamics bias. Moreover, to restrict the sampling to “functional” space,           

we considered the essential dynamics space (PC1: PC2) as collective variables. This space is              

physically consistent and does not depend on a priori knowledge of the system binding sites               

(CV space is learned in an unsupervised way from the unbiased MD). 

 

We present hereafter the free energy surface obtained and the main conformational states             

sampled during the dynamics. 

 

3.2.1 Free-energy surface 

 

To expose the diversity of Mcl-1 structures explored during the metadynamics           

simulation, we reconstructed the free energy surface on the CV space (Figure 4.A ) and              

extracted the structures corresponding to free energy wells. These structures are presented in             

Figure 4.B. 
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Figure 4. A. Mcl-1 free energy surface B. main representative structures from different             
minima. Secondary structures are represented using the STRIDE color scheme. 
 

The free energy landscape reconstructed in Figure 4.A shows a wide conformational            

basin whose dynamics are mainly governed by the swing of the α1−α2 loop and local               

secondary structure variations at the orthosteric binding groove. 

 

The minimum A and B represent the main populated wells (94 % of the conformational               

population in the APO state) with low free energy barriers (~ 8 kJ/mol) separating them. The                

free energy barriers separating the minima were computed using the nudged elastic band             

method (see SI Figure S4) and are estimated as follows: 

● The transition minimum A → minimum C is equivalent to 23 kJ/mol 

● The transition minimum A → minimum D is equivalent to 38 kJ/mol 

● The transition minimum A → minimum E is equivalent to 33 kJ/mol 

From a structural viewpoint (Figure 4.B), the minima A and B represent the             

“equilibrium state” of Mcl-1 in its APO state, considering the position of the α1−α2 loop and                

the closed conformation of the orthosteric binding groove (α3 and α4 helices), in good              

agreement with the data we have recently reported.24 

The transition from minimum A to minimum C requires the shift of the α1−α2 loop               

toward the α5−α6 loop and the formation of a 3 10 helix (colored in blue) at the N-terminal                 

region of the α3 helix. However, for minimum D, the α1−α2 loop shifts in the opposite                

direction (towards the helix α8) (transition from minimum C to minimum D). For the              

minimum E, the α1−α2 loop shifts toward the C-terminal part of helix α1. 

We report as well, the formation of transient antiparallel beta-sheets in the α1-α2 loop (at               

residues Thr191...Gly203) (transition T in the FES). Even though such a local folding of the               

α1−α2 loop was never reported, this might be required for the functional recognition of this               

binding site. Such a transition state might as well be stabilized by interacting with another               

putative protein or by the phosphorylation state of Mcl-1’s PEST region), especially knowing             

that this site is important for Mcl-1 anti-senescence activity and its degradation. 

The dynamics of the α1-α2 loop are highly influenced by the conformational transitions             

at the C-terminal end of the α1 helix (residues Arg187 Glu188 Gln189 Ala190 Thr191) and               

the N-terminal end of α2 helix (Gly203 Ala204 Thr205 Ser206 Arg207 Lys208). These             
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residues undergo helix to coil transitions (see SI Figure S5 ) leading to the shortening and               

extension of the loop. 

In fact, even small changes in the local conformational states of Mcl-1 is known to be                

important for its function. A good example of that is the conformational switch at residues               

(Q221 R222 N223), proposed by the Zhang group,32 that controls the ubiquitination state of              

Mcl-1: a key process engaged in its degradation and apoptosis. 

In parallel, we recently reported the Arg187 and Glu188 (part of the C-terminal end of               

the α1 helix) residues as an important component of Mcl-1’s allosteric network.  

 

Combining these observations, we hypothesize that the C-terminal end of the α1 helix             

and the N-terminal end of the α2 helix might play the role of a functional switch as well for                   

Mcl-1, contributing by shifting its conformational populations. 

 

To resume, the free-energy surface and structures provided shows that Mcl-1 breathing            

motion is well conserved in large time-scales dynamics and that the protein conserves             

globally its folding pattern. This FES complements the data that we have recently proposed              

and highlights additionally, the major role of the α1−α2 loop in the conformational dynamics              

of Mcl-1. 

 

After exposing the FES and the conformations explored during the simulation, we            

applied the pocket detection procedure on the Metadynamics trajectory to see the gain             

provided by such an enhanced sampling strategy for cryptic pocket detection. 

 

3.2.2 Full cryptic pockets network derived from Metadynamics simulation 

The trajectory obtained from the well-tempered metadynamics simulation was subject to           

the pocketron algorithm. The set of pockets discovered and their network is represented in              

Figure 5. The network derived shows the existence of three clusters of pockets, forming 13               

pockets in total. These pockets correspond to the three binding sites of Mcl-1: a distal binding                

site near the α1−α2 loop, a central cluster representing the allosteric binding site, and finally a                

set of cryptic pockets distributed all along the α3−α4 loop and the orthosteric site. (refer to SI                 

Table T3 for the full list of residues forming the pockets and their volumes). 
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Figure 5. Cryptic and transient pockets detected from the Metadynamics simulation           
trajectory. The nodes represent pockets; edges represent the communication between pockets           
and their thickness is related to the amount of exchange between neighboring pockets. Three              
node clusters are detected, corresponding to Mcl-1 three binding sites. 
 

The Pockets pID[17, 3, 4 and 5] represent cryptic pockets forming the distal binding site;               

pockets pID[6, 7, 1] represent cryptic pockets forming the allosteric binding site; pockets             

pID[9, 2, 12, 8, 26, 11] form the set of cryptic pockets related to Mcl-1 orthosteric binding                 

groove. The allosteric cryptic pockets, especially pID7, form a hub for this network (the              

number of connections is relatively higher than the other nodes). 

On top of accounting for the already known pockets of Mcl-1 (such as the pID9 which                

represents the traditional orthosteric pocket of Mcl-1), other cryptic pockets such as (pID2             

and pID1) are newly found and to the best of our knowledge, were never described in the                 

literature. The pID2 pocket is formed by residues (Ser293 Lys244 Asp296 Ser247 Val243             

Pro289 Glu292) and sits between the α4 and α5 helices. We report as well the pID1 pocket                 

formed by the residues (Lys276 Gln221 Ala272 Phe273 Tyr185 Ser269 Gln189 Asp218            

Glu225 Gly217 Phe228): this pocket connects the functional switch [Gln221, Arg222,           

Asn223] through the Gln221 to the rest of Mcl-1 binding sites. 
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We further analyzed the volumetric data (Figure 6) concerning the pockets exposure.            

Interestingly, pockets exposure was highly improved compared to unbiased MD simulations.           

If we consider Mcl-1’s allosteric pocket (pID7), an average volume of 67 Å 3 was achieved,               

with a maximum opening volume at 920 Å 3; an open state (volume > 500 Å 3) was available                 

more than six times during the Metadynamics simulation.  

 

 

Figure 6. Evolution of the pocket volumes for three cryptic pockets during the Metadynamics              
simulation.  
 

This data shows the ability of this approach to effectively sample the open conformations              

of Mcl-1’s cryptic pockets and to derive the full cryptic pockets repository.  

However, this comes with a computational cost. In fact, 750 ns were necessary to achieve a                

qualitative convergence of the free-energy surface. This is an expected problem when using             

general CV spaces such as the principal coordinates. One of the remedies to such situations is                

the combination of Metadynamics with a Parallel-Tempering33 scheme to help accelerate the            

convergence of the free-energy surface. We are currently exploring such schemes in our             

group. Indeed, an approach using the Hamiltonian Replica exchange (HREX) was recently            

used to effectively sample the open cryptic pockets (the “SWISH” approach)34 for a set of               

relevant proteins. Finally, we believe that a combination of a general CV space with a mixed                

solvent approach might as well stabilize the cryptic pockets and reduce the amount of              

sampling required to unravel them. 
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4. Conclusion 

Proteins are dynamical entities essential for a large set of vital cellular functions. Their              

interaction with the environment (other proteins, small ligands ...etc) requires deformations at            

the surface leading to the formation of binding pockets. Many types of “pockets” are              

available ranging from large binding grooves formed by a combination of small pockets to              

cryptic or “hidden” surface pockets. The experimental detection of cryptic pockets is still a              

costly endeavor. Atomistic simulations provide an accessible tool to detect cryptic pockets            

but they suffer from the time-scale problem. In this work, we evaluated the use of               

Metadynamics simulations based on essential dynamics space as an enhanced sampling           

strategy to detect cryptic pockets. Metadynamics provides an efficient sampling necessary to            

overcome high energy barriers, while the essential dynamics CV space allows the system to              

focus on “functional” space. This approach does not rely on a priori knowledge of the               

binding sites. 

Finally, this approach allowed us to fully characterize the cryptic pockets repository for             

Mcl-1. 
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6. Note 

All the supporting information will be made available at https://osf.io/fxmj9/ 
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I. Supporting Figures 

 

Figure S1. Pocket volumes time series for the 3WIX-MD simulation. 

126 

2. Article 3



 

 

F

Figure S2. Pocket volumes time series for the 2PQK-MD simulation. 
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Figure S3. Qualitative assessment of the FES convergence. A. FES evolution during time. B.              

Time evolution of the free energy profile along the first collective variable (PC1). 
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Figure S4. Free energy barriers computed via the Nudged Elastic Band (NEB) Analysis. A. 

Transition A -> B : ~ 8 kJ/mol ; B. Transition A -> C : 23 kJ/mol ; C. Transition A -> D : 33 

kJ/mol. 

 

129 

2. Article 3



 

 

 

130 

2. Article 3



 

 

Figure S5. The dynamics of the α1-α2 loop are highly influenced by the conformational              
transitions at the C-terminal end of the α1 helix (residues Arg187 Glu188 Gln189 Ala190              
Thr191) and the N-terminal end of α2 helix (Gly203 Ala204 Thr205 Ser206 Arg207 Lys208).              
Secondary structures (computed using STRIDE) evolution during the Metadynamics         
simulation. A.  For all the protein; B.  For the α1−α2 loop. 
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Figure S6. Eigen spectrum plot (scree plot) for the 2PQK-MD simulation. The first and the 

second eigenvector account for ~ 39 % of the variability (accumulated variance) in the 

trajectory. 

 

The Eigen spectrum plot shows that the two eigenvectors (extracted from the 2PQK-MD             

simulation) used as collective variables space account for ~ 39 % of the accumulated variance               

in the trajectory. Using the “Elbow” criterion, it would be more convenient to choose a large                

number of eigenvectors (up to 4 here) but this will require a much more sampling effort to                 

converge the free-energy surface. In the classical form of the well-tempered Metadynamics, a             

rule of thumb is to choose two separate collective variables. However, other flavors of the               

Metadynamics (ex. Bias-exchange Metadynamics) allow the use of more than two collective            

variables, but still, the interpretation of the free-energy surface resulting from such schemes             

is far from being intuitive.  

Two natural ways to enhance the amount of variance explained by the eigenvectors is to               

compute the eigenspace from a “merged” trajectory starting from different conformations or            

to use a much longer simulation. Other dimensionality reduction methods that do not assume              
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the linearity of the protein dynamics (unlike the PCA), such as ISOMAPs (see for example               

the work of Spiwok et. al)  might be used as well. 

A.  

 
B. 
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pID Volume(Å3
)  

Residues 

0 61 Lys208 Asp313 Val316 Glu317 Asp323 Leu324 Glu325 

1 454 Phe254 Asp256 Gly257 Val258 Thr259 Asn260 Trp261 
Arg 263 Ile264 Lys302 Trp305 Gln309 Gly314 Glu317 

Phe318 His329 His331 

2 54 Asp218 Gln221 Arg222 Glu225 Lys276 

3 169 Arg184 Glu188 Lys194 Asp195 Thr196 Lys 197 Met199 
Arg207 Leu210 Glu211 Arg214 

4 173 Glu173 Leu174 Gln177 Arg201 Ser202 Thr205 Leu306 
Asp307 Arg310 Gly311 Trp312 Asp313 

5 44 Arg184 Arg187 Glu188 Ala193 Lys194 Asp195 Lys197 

6 26 Trp261 Ile264 Leu306 Gly311 Trp312 Phe315 

pID Volume(Å3
) 

Residues 

0 100 Ile183 Arg184 Arg187 Asp195 Lys197 Glu288 

1 319 
 

Ala227 Phe228 Met231 Leu235 Leu246 Val249 Met250 
Val253 Phe254 Arg263 Thr266 Leu267 Phe270 Gly271 

Val274 Leu290 Ile294 

2 81 Arg176 Met199 Gly200 Arg201 Ser202 Gly203 Ser206 

3 38 Lys208 Glu211 Thr212 Arg215 Val316 His320 

4 50 Lys194 Asp195 Thr207 Leu210 Glu211 Arg214 
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C. 

 
Tables T1. Pocket residues and volumes from experimental structures computed via           
Nanoshaper. A.  PDB ID 2MHS; B.  PDB ID 3WIX; C.  PDB ID 2PQK 
 
A. 
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pID Volume(Å3
)  

Residues 

0 106 Met231 Lys234 Leu235 Leu246 Val249 Val253 Thr266 
Leu267 Phe270 

1 32 Met250 Phe254 Ile264 Leu267 Ile268 Ile294 Val297 
Leu298 

2 79 Arg184 Thr196 Lys 197 Pro198 Ser202 Arg207 Leu210 

3 75 Leu179 Glu180 Ser183 Arg184 Arg187 Asp195 Arg201 

pID Avg.Vol 
(Å3)  Residues 

9 156 Glu188 Leu210 Arg207 Lys194 Asp195 Arg184 
Arg187 Ala193 

1 87 Phe254 Arg 263 Lys302 Leu267 Thr259 Ile264 
Asp256 Val258 

7 56 Ile237 His277 Leu232 Ile281 

3 53 Arg187 Arg184 Glu288 Ser183 Asp195 Glu188 
Ala193 Lys197 

13 35 Trp312 Gln177 Asp313 Arg201 Leu174 Gly311 

2 30 Arg201 Gln177 Gln180 Gly200 Arg176 

11 20 Gln221 Lys276 Arg222 Phe273 Glu225 Asp218 
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B. 

 

Table T2. Pocket residues and average volumes for the unbiased MD simulations: A. 

3WIX-MD; B. 2PQK-MD. 
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pID Avg.Vol 
(Å3) Residues 

3 177 Leu210 Arg184  Lys 197 Arg214 Met199 Arg207 
Pro198 

4 78 Gln221 Gln189 Ala272 Ser269 Phe273 Tyr185 Lys276 
Asp218 Gly217 

6 27 Leu278 Ile281 Lys238 Glu240 Cys286 

9 19 Lys279 Ile287 Ser285 Arg187 Thr191 Cys286 

10 18 Pro289 Lys244 Glu240 Val243 Cys286  Leu278 
Leu290 Ser285 

1 16 Phe270 Val249 Met231 Hsd252 Val253 Phe228 
Thr266 
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Table T3. Pocket residues and average volumes for the Metadynamics simulation: A.            

Orthosteric pockets; B. Allosteric pockets; C.  Distant binding site pockets. 
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3. Conclusion et perspectives 
 
Dans ce chapitre, la dynamique globale de Mcl-1 a été caractérisée en utilisant une simulation               
de métadynamique sur l’espace de la dynamique essentielle. La surface d’énergie libre            
proposée permet de mettre en lumière les différents états conformationnels accessibles à la             
protéine.  
 
Les données générées au cours de la métadynamique, ont été utilisées dans le but d’évaluer               
une approche de détection des poches cryptiques. 
Le réseau de communication entre les poches des différents sites fonctionnels de Mcl-1 a été               
révélé. 
 
Cette approche pourrait être utilisée comme une étape préalable pour générer des ensembles             
conformationnels larges (surtout pour des protéines où les données structurales ne sont pas ou              
peu disponibles). Ceci, pourrait enrichir l’ensemble des conformations de départ utilisées           
dans des expériences de docking ensembliste (screening virtuel). 
 
Cette approche sera évaluée davantage sur d’autres cibles thérapeutiques, étudiées au           
laboratoire. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
Le cancer est un enjeu de santé publique. La carcinogenèse est intrinsèquement liée au              
dérèglement de l’apoptose: un processus finement contrôlé par les protéines de la famille             
Bcl-2. 
 
La protéine Mcl-1, un membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2, joue un rôle essentiel              
dans ce processus. En effet, elle est souvent surexprimée dans plusieurs types de cancers              
hématologiques et solides. Elle contribue également à la résistance des cellules cancéreuses            
aux chimiothérapies existantes. Elle est de ce fait considérée comme une cible thérapeutique             
d’intérêt en cancérologie. 
 
Les protéines sont des entités dynamiques. Elles interagissent entre elles pour former un             
réseau d’interactions permettant l’expression d’une fonction biochimique. De plus, ces          
biomolécules possèdent une dynamique intrinsèque, souvent dictée par leur structure. 
 
Dans le cadre de ce travail, la structure et la dynamique de Mcl-1 ont été décrites. Dans un                  
premier temps, l’interaction de Mcl-1 avec le Pyridoclax (un inhibiteur BH3-mimétique) est            
caractérisée par des approches expérimentales (RMN) et théoriques (docking et simulations           
de dynamique moléculaire). 
 
Le deuxième volet de ce travail a été consacré à la caractérisation de l’espace              
conformationnel de Mcl-1, et notamment à l’étude de son mode d’inhibition allostérique. Des             
simulations de dynamique moléculaire biaisées (métadynamique) ont été utilisées pour          
générer des surfaces d’énergie libre permettant une meilleure compréhension des états           
conformationnels de la protéine. 
De plus, une approche d’analyse des réseaux de communication entre poches, a été utilisée              
pour proposer le premier modèle d’inhibition allostérique de Mcl-1. Cela permettra in fine de              
proposer des approches alternatives pour cibler sélectivement Mcl-1. 
  
La détection des poches cryptiques d’une protéine est souvent une étape nécessaire pour             
cibler des protéines dites ‘’undruggables”.  
Le troisième volet de ce travail, concerne l’évaluation d’une approche de détection de poches              
cryptiques à la surface d’une protéine. Les simulations de métadynamique sur l’espace de la              
dynamique essentielle, ont été utilisées et ont montré leur pertinence dans ce contexte. Cette              
approche sera davantage testée sur d’autres cibles pour évaluer de façon plus large son              
domaine d’applicabilité.  
 

141 

Conclusion générale



 

 

  

142 



 

ANNEXES 
 
Notebooks relatifs au chapitre 3.  
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Étude de la structure et la dynamique de Μcl-1 : application en cancérologie 
 

Ce travail ayant pour objet l’étude de la structure et la dynamique de Mcl-1, une               
protéine anti-apoptotique d’intérêt en cancérologie, est scindé en trois parties. 
Une première étude concerne une caractérisation du mode d’interaction du Pyridoclax (un            
inhibiteur BH3-mimétique) avec Mcl-1 par des approches expérimentales (RMN) et          
théoriques (simulations de dynamique moléculaire). Une deuxième partie est consacrée à           
l’étude et à la caractérisation des espaces conformationnels de Mcl-1 et son mode d’inhibition              
allostérique. Le troisième volet de ce travail, traite d’une approche d’analyse, basée sur des              
simulations de métadynamique avec comme application la détection du répertoire des poches 
cryptiques de Mcl-1. 
 

Study of the structure and dynamics of Μcl-1: application in oncology 
 

This work, which aims to study the structure and dynamics of Mcl-1, an             
anti-apoptotic protein of interest in cancer, was carried out in three parts. 
A first study focused on a characterization of the interaction mode of Pyridoclax (a              
BH3-mimetic) with Mcl-1 by experimental (NMR) and theoretical approaches (molecular          
dynamics simulations). A second part is devoted to the study and characterization of the              
conformational space of Mcl-1 and its mode of allosteric inhibition. In the last part of this                
work, Metadynamics simulations on essential dynamics space as a general approach for            
Mcl-1’s cryptic pockets detection were evaluated. 
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