N

N

Effets des mutations sur la structure et la dimérisation
de I’alpha-synucléine et implications pour la maladie de
Parkinson: réponses apportées par la dynamique
moléculaire a gros grains

Adrien Guzzo

» To cite this version:

Adrien Guzzo. Effets des mutations sur la structure et la dimérisation de I’alpha-synucléine et impli-
cations pour la maladie de Parkinson : réponses apportées par la dynamique moléculaire a gros grains.
Physique [physics]. Université Bourgogne Franche-Comté, 2022. Francais. NNT: 2022UBFCKO024 .
tel-03884160

HAL Id: tel-03884160
https://theses.hal.science/tel-03884160

Submitted on 5 Dec 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03884160
https://hal.archives-ouvertes.fr

UBFC T IR CIm

UNIVERSITE i y Laboratoire Interdisciplinaire
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE UNIVERSITE DE BOURGOGNE Carnot de Bourgogne

THESE DE DOCTORAT DE L’ETABLISSEMENT UNIVERSITE DE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

PREPAREE AU LABORATOIRE INTERDISCIPLINAIRE CARNOT DE
BOURGOGNE
Ecole doctorale n°553

Carnot Pasteur

Doctorat de physique

Par

Mr. Adrien Guzzo

Effets des mutations sur la structure et la dimérisation de
I’alpha-synucléine et son implication dans la maladie de
Parkinson : réponses apportées par la dynamique

moléculaire a gros grains.

Thése présentée et soutenue a Dijon, le 9 juin 2022

Composition du jury :

Mr. Mounir Tarek Docteur, Université de Lorraine Président du jury, Rapporteur
Mr. Fabio Sterpone Docteur, Université Paris-Cité Rapporteur
Mr. Eric Bourillot Maitre de conférences, Université de Bourgogne Examinateur
Mr. Marco Cecchini Maitre de conférences, Université de Strasbourg Examinateur
Mme Catherine Etchebest Professeure, Université Paris-Cité Examinatrice
Mr. Patrick Senet Professeur, Université de Bourgogne Directeur de thése

Mr. Gia Maisuradze Senior Research Associate, Cornell University Co-encadrant






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier les membres de mon jury, Fabio Sterpone, Mounir Tarek,
Marco Cecchini, Catherine Etchebest et Eric Bourillot pour leur intérét porté & mon travail et

d’avoir accepté de le juger.

Un grand merci a Patrick Senet de m’avoir fait confiance pour cette thése. J’ai grandement
apprécié travailler avec vous pendant ces 3 années. Vos précieux conseils, votre bienveillance
et votre sympathie ont rendu cette expérience trés agréable et trés enrichissante pour moi. Je
remercie également les membres de I’équipe que j’ai pu cotoyer pendant ma thése notamment
Patrice Delarue qui a toujours eu la solution a tous mes problémes avec une efficacité impres-
sionnante. C’était toujours un grand plaisir de discuter avec vous et sans vous je ne crois pas
que j’aurais réussi a faire autant de choses. Merci & Ana Rojas, pour ce super séjour que j’ai
passé & New York malgré ce froid glaciale. Merci pour le temps que vous m’avez consacré, vos
conseils, votre gentillesse et votre constante bonne humeur. C’était un réel plaisir de partager
ces quelques jours avec vous. Merci a Gia Maisuradze. Votre passion sans faille dans ce travail
était un véritable moteur pour me pousser a aller plus loin. Vos conseils et votre expertise
mais également votre bonne humeur était toujours trés agréable lors de nos longues visios pour
discuter des résultats. Merci également pour ce trés bon repas que nous avons partagé ensemble
a New York! Merci également a tous les doctorants et les stagiaires qui ont pu travailler avec
moi dans 1’équipe. Merci a tous mes camarades doctorants du labo mais aussi ceux avec qui
j’al gardé contact, je leur souhaite a tous de réussir leur thése pour ceux qui ne l'ont pas encore
passé et de trouver un super travail pour ceux qui I'ont passé! Merci a Corentin mon compére
de master. On a essayé de se soutenir mutuellement malgré la distance surtout dans la trés
dure partie de la rédaction. Je te souhaite de bien réussir cette derniere étape de rédaction et

de continuer dans la voie qui te plait.

Merci a ma Mathilde, de me supporter tous les jours alors que je n’ai pas toujours été tres
agréable (surtout sur la fin...). Heureusement que tu étais la pour me soutenir et me pousser
a finir. Je sais que ¢a a été long (trop long méme) mais j’espére quand méme t’avoir rendue
fiere. J’ai hate de découvrir cette nouvelle vie qui nous attend désormais. Merci & mes amis,
Valentin (et ?7) , Loic (et Fanny), Alexis (et ??), Jérome (et ??), Victor (et Julie) et Antoine
(et 77). Cette thése vous a semblé interminable mais bon grace a vous j’ai pu parfois me sortir

un peu la téte de tout ¢a et je vous en remercie grandement.



Enfin ma famille ... je ne serais probablement pas aussi bon que ma soeur Mathilde mais
je vais essayer... Merci a mes parents qui m’ont aussi transmis ce géne de la science. Moi qui me
demandait étant petit si il existait d’autres métiers que scientifique finalement je me suis bien
fait avoir aussi! Merci & mon pére qui m’a toujours soutenu dans tous les domaines. Merci de
m’avoir toujours conseillé et surtout secoué parfois... Merci & ma mére qui m’a aussi beaucoup
aidé et soutenu. Merci pour la relecture de la thése qui n’était vraiment pas un cadeau. Merci a
ma grande soeur Mathilde, et oui du coup tu y es bien dans mes remerciements de thése ! Merci
pour ton aide, tes conseils et la relecture qui ne devait pas étre évidente. Merci a ma moyenne
soeur Maude qui a toujours les mots justes et doux pour me secouer et me remotiver. Merci
a mes beaux-fréres Rahim et Samuel, grace a vous si je ne parviens pas & poursuivre dans la
science je pourrais toujours me reconvertir en déménageur. Je remercie ma grand mere pour
ses bons petits plats et sa constante aide. Je remercie également mon grand-pére qui était la

au début et que je n’oublie pas.



Table des matiéres

1_ Introduction|

[1.1 Les maladies neurodégénératives|. . . . . . . . . . ... . ... ... ... ...

1.2 L’a-synucléine|. . . . . . . . . . .

[Les différentes formes structurelles prises par 'a-syn | . . . . . . . .. ... ...

[Séquence d’a-synucléine| . . . . . ...

[1.3 Portion atypique de la séquence de la protéine . . . . . . ... ... .. ... ..

[1.4  Tmpact du motif répété sur la multimérisation . . . . . . . .. ... ... .. ..

[I.5 Les simulations d’a-synucléine| . . . . . . .. .. ... o0

[1.6 Récapitulatif des propriétés de ’a-synucléine et problématiques . . . . . . . ..

2__Méthodes

[2.1 Simulations des protéines|. . . . . . . .. .. ..

[Programme de simulation de dynamique moléculaire : UNited-RESidue| . . . . .

[La méthode du Replica Exchangel . . . . . . . . . .. ... ... ... ......

[Détection des hélices et des feuillets 5| . . . . . .. . ... ... ... ... ...

[Détection de structures particuliéres|. . . . . . . . .. ... ... ... ... ..

[2.3  Analyses des simulations| . . . . . . . .. .. ..

[Densité de probabilité des couples hélices/feuillet 5 . . . . . . .. ... ... ..

[Analyses rattachées a la notion de contact| . . . . . . .. . ... ... ... ...

[3 Reésultats : Etude globale des monomeéres d’a-synucléine

["Missense Mutations Modify the Conformational Ensemble of the a-Synuclein Mono-

| mer Which Exhibits a Two-Phase Characteristic" [1f| . . . . ... ... ... .. 35
[4 Reésultats : Etude globale des diméres d’a-synucléine 53
["Wild-type a-synuclein and variants occur in different disordered dimers and pre- |
| fibrillar conformations in early stage of aggregation"|. . . . . . . . .. ... . .. 53
[> Reésultats : Etudes du segment 38-53 de I’a-synucléine] 89
[5.1 Comportement des angles dihédraux des résidus du segment| . . . . . . . . . .. 89




TABLE DES MATIERES

[5.3 Etude approfondie de la tresse| . . . . . . .. ... 0oL

[Simulation du segment 38-53 seule avec UNRES . . . . . . . .. ... ... ...

[Les différentes portions du segment 38-53 : impact de chaque portion sur la

formation potentielle d’'une tresse . . . . . .. ... ...

[Stabilité de la tresse avec un champ de force tous atomes . . . . . . . .. .. ..

[Formation de tresse chez AS| . . . . . . . . . . ...

[5.4 Généralisation de I’étude des boucles dans les monoméres d’alpha-synucléine

[5.5 Analyses des trois types de structures dans les dimeéres| . . . . . ... ... ...

[5.6 Conclusion : Etudes du segment 38-53 de I'a-synucléine . . . . . . .. ... ...

[6 Resultats : Mutations répétées sur le motif KTKEGYV]|

[Probabilité de formation de structures secondaires le long de la séquence| . . . .

[Densité de probabilité des conformations en fonction du nombre de résidus en

teuillet S et en hélice] . . . . . . . ..o

[Classification global : Hairpin, Tresse, Aléatoire| . . . . . . . . . ... ... ...

[Lien avec la forme globale de la protéine| . . . . . . . . . . ... ... ... ...

[Régions d’agrégation pour la formation de dimeéres|. . . . . . . . . .. ... ...

[Conformations particuliéres| . . . . . . . . .. .. ...
[6.4 Conclusion : Mutations répétées sur le motif KTKEGV| . . . ... .. ... ...

7 Di onl
[7.1 Hétérogénéité des structures de 'a-synucléine . . . . .. ... ... ... .. ..
[7.2  Les points d’accroche des DTFs . . . . . . . . . . . ... ... ... ...

[8 Conclusion et perspectives




Lexique

Dans ce manuscrit plusieurs abréviations seront utilisées pour évoquer des termes spécifiques

ou des groupements d’éléments. La liste exhaustive est donnée ci dessous pour faciliter la lecture.
AA : Acides aminés
WT : Protéine sauvage de I’a-synucléine

CTF : Contact type fibrille. Contact entre deux résidus d’index identique entre deux mono-

meéres pour former un dimére (en anglais Native Fibril contact, Nfc)

DTF : Dimeére type fibrille. Dimére qui forme au moins 5 CTFs sur des résidus d’index consé-

cutifs (en anglais dimers with fibril native contacts, Dfnc)

FTF : Feuillet-g de type fibrille. Feuillet-5 entre deux résidus d’index identique entre deux

monomeres pour former un dimeére

PDB : Protein Data Bank. Un code PDB est attribué a chaque structure présente au sein

de la banque
IDP : Intrinsically disordered protein. Protéine intrinséquement désordonnée

DSSP : Define Secondary Structure of Proteins. Algorithme de définition des structures se-

condaires dans les protéines

STRIDE : Structural identification. Algorithme de définition des structures secondaires dans

les protéines
PULCHRA : Protein Chain Reconstruction Algorithm
CUTABI : CUrvature and Torsion based of Alpha-helixz and Beta-sheet Identification

PSEA : Protein Secondary Element Assignment



LEXIQUE

CM : Contact map. Carte de contact

FTIR : Fourier-transform infrared spectroscopy. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fou-

rier

FRET : Forster resonance energy transfer. Transfert d’énergie par résonance de fluorescence

AFM : Atomic force microscpy. Microscopie a force atomique

RMN : Résonance magnétique nucléaire.

PRE : Paramagnetic relaxzation enhancement. Résonance paramagnétique électronique

SANS : Small-angle neutron scattering. Diffusion des neutrons aux petits angles

SAXS : Small-angle X-ray scattering. Diffusion des rayons X aux petits angles

NAC : Non Amyloid Component



Chapitre 1

Introduction

1.1 Les maladies neurodégénératives

Le 21°m¢siécle est confronté a I’augmentation de maladies du cerveau émergentes lides au
vieillissement de la population : les maladies neurodégénératives. Des maladies chroniques pro-
gressives touchent le systéme nerveux central des patients et entrainent un grand nombre de
complications telles que 'invalidité, ou la dépendance allant jusqu’a 'hospitalisation. Parmi
ce groupe de maladies, on retrouve la maladie d’Alzheimer qui touche plus d’un million de
personnes en France, la maladie de Parkinson avec environ 160 000 personnes traitées et des
maladies du motoneurone causées par la sclérose latérale amyotrophique (SLA).

Les traitements actuels contre ces maladies ont une efficacité variant d’un patient a 'autre
et ont un impact uniquement sur les symptomes. Il n’existe pas a ce jour de traitement de
prévention. Il existe toutefois des recommandations pouvant limiter ’apparition précoce de ces
maladies en ayant un mode de vie sain rythmé par une activité physique réguliére et une ali-
mentation variée. Face a ces fléaux, de nombreuses équipes de recherche partout dans le monde
travaillent dans le but d’apporter des réponses sur les origines de ces maladies. La piste prin-
cipale jouant un role central dans la maladie de Parkinson est la protéine appelée a-synucléine
(a-syn). De nombreuses autres maladies neurodégénératives, appelées synucléopathies, sont

également liées a cette protéine [2, [3] [4] 5] 6].

1.2 L’a-synucléine

Lien avec la maladie de Parkinson

Le phénomeéne d’agrégation de la protéine a-syn est au centre de la problématique de la
maladie de Parkinson. On retrouve ce genre de problématique également pour la maladie d’Alz-
heimer avec I’agrégation de la protéine AS [7,[8,9]. L’a-syn est une petite protéine de 140 acides
aminés classée dans la catégorie des protéines intrinséquement désordonnées (intrinsically disor-
dered protein (IDP))[10} 11}, 12]. On retrouve cette protéine trés abondamment dans le cerveau

[13] mais ses fonctions principales sont encore mal comprises a ce jour.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Les maladies liées a I’a-syn se caractérisent par une tres forte concentration de cette protéine
sous forme de filaments dans des inclusions sphériques, appelées corps de Lewy, situées dans le
cytoplasme des neurones [14], [15, [16] [17].

La maladie est sporadique pour une grande majorité des cas, cependant des facteurs géné-

tiques peuvent intervenir et faciliter la formation de la maladie de deux fagons :

- La protéine sauvage (wild-type (WT)) est surexprimée en raison de la triplication du geéne
SNCA.

- Une mutation pathogéne ponctuelle intervient sur le géne. On en recense plusieurs H50Q),
G51D, A53E, A30P, A53T et E46K [18, [19] 20, 21], 22| 23], 24].

Le terme "toxicité" est complexe a aborder lorsqu’on traite de la protéine a-syn. Le WT,
comme les mutants, sont considérés comme potentiellement toxiques puisqu’ils peuvent en-
gendrer la maladie. Cependant, on peut considérer certains mutants comme plus toxiques que
d’autres par différents facteurs. Le principal facteur est la facilité de formation d’inclusions
dans les cellules engendrée par la protéine. La perméabilisation des membranes entrainée par
certaines structure de I'a-syn peut également étre un autre facteur. Les mutations E46K et
AB3T, étudiés dans cette thése, entrainent des formes plus précoces de la maladie de Parkin-
son. Le mutant E46K augmente considérablement la quantité d’inclusions dans les cellules et
altere le schéma d’agrégation [25]. Le mutant A53T ne présente pas plus d’inclusions que le
WT [25], cependant, dans une étude sur des vers, la vitesse et la fréquence des flexions du
corps a été fortement réduite en présence du mutant A53T et le taux de paralysie a fortement
augmenté [26]. Enfin le mutant A30P, également étudié dans cette thése, réduit la quantité de
corps d’inclusions dans les cellules et facilite la formation d’oligoméres plutot que d’inclusions
[25]. Une étude expérimentale par microscopie a force atomique (AFM) montre qu'un mélange
de mutants A53T forme plus rapidement des fibrilles qu'un mélange de protéines sauvages et

qu’'un mélange de mutants A30P ralentit la formation des fibrilles [27].

Les différentes formes structurelles prises par 1’a-syn

L’ a-syn est qualifiée de protéine caméléon par le trés grand nombre de conformations
différentes qu’elle est capable d’adopter [28] 29]. Dans des conditions physiologiques, on va
majoritairement la retrouver sous forme désordonnée. Elle est capable de former des struc-
tures secondaires, notamment des hélices-a sous forme d’une structure tétramérique [30][31] en
équilibre avec une forme monomérique, riche également en hélices-«r, en interaction avec une
membrane cellulaire. [32].

In vitro, dans des conditions physiologiques, I’a-syn peut s’agréger en formant des struc-
tures appelées "fibrilles amyloides" constituées de plusieurs milliers de monomeéres. De nom-
breuses études montrent également le fort impact de structures transitoires sur la toxicité de la

protéine comme par exemple les oligomeéres constitués de plusieurs dizaines de monomeres ou
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encore les diméres. Une multitude de méthodes expérimentales ont permis d’étudier ces diffé-

rentes structures. Nous donnons ici quelques résultats majeurs pour chaque famille de structure.
- Les fibrilles et les proto-filaments

Les proto-filaments sont constitués d’une succession de couches de monoméres d’a-syn for-
mant chacune des feuillets 5 avec ses voisines de maniére parfaitement alignée c’est a dire que les
mémes résidus de monomeéres adjacents se font faces. L’association de plusieurs proto-filaments
est appelée "fibrille", par abus de langage on nomme également un proto-filament isolé comme
étant une fibrille. Plusieurs types de conformations possibles ont été observés dans des expé-
riences in vitro dont le but est de reproduire le comportement d’agrégation d’a-syn in vivo
[33, B4} 35]. Deux exemples de ces proto-filaments sont donnés a la @. Le nombre de
couches de monomeéres a été réduit & deux uniquement pour la visibilité de la représentation 3D.
La région de formation des feuillets § se situe entre les résidus 35-97 pour la structure de code
PDB 2n0a [33] et 37-92 pour la structure de code PDB 6ssx [34]. Les deux types de structures
présentent la formation de différentes boucles permettant un repliement de la structure sur elle

meéme.

(A)

2n0a 6ssx
(B)
(35)37 40 42 45 47 56 60 67 70 72 74 85 87 91 93  96(97)
) )| > IS > |
2n0a
37 57 59 66 69 73 75 79 85 92 96

| > o i) S [

FIGURE 1.1 — panneau (A) : Représentations 3D de deux types de proto-filaments découverts
expérimentalement. Uniquement deux monoméres sont représentés ici du résidu 37 au 96. Le
Nterm est coloré en bleu, le NAC (Non Amyloid Component) en rouge et le Cterm en vert
(seulement un résidu est visible). panneau (B) : Mise en évidence des portions formant des
feuillets S inter-chaines dans la séquence des deux conformations de fibrilles

Les fibrilles sont composées de milliers de monomeres d’a-syn [9], ils sont donc plus faciles a
analyser expérimentalement grace a leur taille. Une étude directement réalisée lors de ’autopsie
d’un patient atteint de la maladie de Parkinson a permis de déterminer par la méthode de
diffraction des rayons X la présence de multitude de feuillets /5 [36]. En utilisant la méthode de
cryo-microscopie électronique sur des patients atteints d’atrophie multisystémique, deux types

de proto-filaments associés & des molécules non-protéiques ont été découverts. Ce résultat a
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permis de mettre en évidence la différence des filaments présents dans ce type de maladie
et dans la maladie de Parkinson montrant ainsi la grande diversité de conformeéres possibles
pour cette protéine [37]. D’autres types de fibrilles sous forme de rubans ont également été
découverts [38]. La technique de résonance magnétique nucléaire (RMN) a permis d’étudier
Iagrégation de ’a~syn sur une vésicule unilamélaire. Le monomeére initialement sous sa forme
riche en hélices est capable de se réarranger pour prendre une forme en L semblable a la
forme retrouvée dans les fibrilles matures [39]. En solution, des intermédiaires riches en hélices
peuvent se former durant la transition observée lors de la croissance d’a-syn des structures
désordonnées en fibrilles riches en feuillets 5 [40]. L’'impact des structures prises par I'a-syn sur
la perméabilisation membranaire est un critére de toxicité souvent étudié expérimentalement.
Il est suggéré que les proto-filaments riches en feuillets § liés & des vésicules synthétiques

permeéabilisent transitoirement ces vésicules et les détruisent [41].

Les mutations ont un effet direct sur la formation et l'arrangement des fibrilles in wvitro
[35]. A53T et E46K vont accélérer le processus de formation des fibrilles tandis que A30P aura
tendance a le ralentir comparé au WT [42] 43]. La formation de petits oligomeéres se différencie
également entre les mutants et le WT [42]. A30P et A53T ont une plus grande tendance a
former des agrégats non fibrillaires par rapport au WT [44].

- Les oligomeéres

Le mécanisme de formation des fibrilles est encore peu connu a ce jour. Le processus de
formation est relativement long et pourrait faire intervenir des structures transitoires oligomeé-
riques formées de plusieurs dizaines de monomeéres. Ces petits oligomeéres dont la structure est
hétérogéne semblent se consumer a mesure que les fibrilles se forment [8] et a I'inverse apparaitre

lorsque des fibrilles se désagrégent [3§].

Un trés grand nombre de techniques expérimentales ont permis d’étudier ces petits oligo-
méres. De nombreuses caractéristiques différentes ont été identifiées dans ces travaux. La liste

de I'ensemble des résultats est donnée ci dessous.

La méthode de diffusion des neutrons aux petits angles (SANS) a montré la présence d’oli-
gomeéres sphériques métastables qui ne comportent pas de structures secondaires particuliéres,
avec un diamétre de 10 nm [45]. Des oligomeéres de taille similaire composés de 30 monomeres,
de forme ellipsoidale ont été mis en évidence par la méthode de diffusion des rayons X aux
petits angles (SAXS). Ils sont composés d’un noyau compact et d’une enveloppe souple. Ces
oligomeéres semblent empécher la nucléation primaire et les étapes d’élongation des fibrilles [46].
Deux groupes d’oligomeéres composés de 18 et 29 monomeéres ont été identifiés sous forme de
pore par microscopie cryo-électronique. Un grand nombre de feuillets S anti-paralléles ont été

observés sur plus de 35% de la protéine [47].

L’analyse par spectroscopie infrarouge valide la forte proportion de feuillets g anti-paralléles
dans des oligomeéres contraints de se réarranger pour former des fibrilles possédant des feuillets

3 paralléles [48]. Une autre étude par AFM démontre I’hétérogénéité des oligomeéres capables de

10
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prendre plusieurs types de formes sur des surfaces solides comme une forme sphérique, allongée
ou annulaire [27].

Les oligomeéres sont considérés comme plus toxiques que les fibrilles |27 25]. Des observa-
tions d’oligoméres annulaires sous forme de tube constitués de feuillets S perturbent 'intégrité
de la membrane [41] 49]. La perméabilisation des membranes est facilitée par 'exposition des
chaines latérales hydrophobes des oligomeéres au solvant et entraine un dysfonctionnement des
cellules. Les oligoméres sont également responsables d’une production excessive d’espéces oxy-
génées qui entraine la mort cellulaire [50]. Les fibrilles préformées de 1'a-syn associées a des

protéines transmembranaires facilitent 'endocytose d’oligomeres toxiques [51].
- Les diméres

Parmi les oligoméres, I’a-syn forme également des structures trés simples : les diméres. Ces
petites entités ne doivent pas étre négligées car elles peuvent jouer un role important dans la
toxicité de 'a-syn . L’accumulation de diméres favorise la formation de fibrilles. Ce processus
semble étre accéléré par les mutations A30P et A53T [52].

La mise en évidence de dimeéres dans la phase de latence d’agrégation de ’a-syn a été réalisée
par le biais de plusieurs méthodes. La microscopie de fluorescence par réflexion totale interne
a mis en évidence deux types de dimeres qui différent par leur durée de vie. Pour le WT, les
moins stables ont une durée de vie d’environ 200-300 ms tandis que les plus stables peuvent
aller jusqu’a 3 s. A30P augmente significativement la durée de vie des deux types de diméres
avec 700 ms et 5 s, respectivement [53].

Les études par AFM d’a-syn sur des surfaces solides ont confirmé la présence des dimeres
les plus stables découverts par la méthode précédente [54]. A faible pH, des différences entre les
diméres du WT et des mutants ont été observées. Différents segments d’interactions entre les
monomeres sont favorisés par A53T et E46K comparé au WT. A30P favorise au contraire un
seul segment d’interaction [55]. Le monomére adopte une structure compacte sphérique mais
connait des structures intermédiaires plus étendues. Les dimeéres sont composés majoritairement
de deux monomeéres sphériques mais aussi d’'un monomeére sphérique et d’'un monomeére allongé
en quantité moindre du moins sur des surfaces [56].

La méthode de transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET) a montré que la
population des diméres ayant une longue durée de vie est plus grande pour les mutants que pour
le WT. La concentration des diméres pendant la phase de latence d’agrégation est identique
pour le WT et les mutants. Les auteurs suggérent donc que ce n’est pas la quantité de dimeéres
qui serait le parameétre le plus pertinent mais les propriétés structurelles de ces diméres pendant
la phase d’auto-assemblage dans le processus de neuro-dégénérescence [42].

L’ensemble de ces données montre qu’il existe des différentes significatives entre le WT et

ses mutants & I’échelle des diméres et plus particuliérement pour A30P.
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- Le tétrameére

L’a-syn ne posséderait pas que des structures agrégées toxiques. En effet, une forme tétra-
mérique riche en hélices a été observée dans différentes études expérimentales et jouerait un
role protecteur dans la toxicité de 'a-syn [57) [58] 59]. De la dynamique moléculaire associée a
des données RMN ont montré que des structures en trimeéres et en tétrameéres riches en hélices
ou en feuillets 8 sont possibles. Ces structures, bien qu’elles possédent une certaine stabilité, ne
représenteraient qu’une minorité des structures de 'a-syn en solution avec moins de 10% des
conformations [60]. Des simulations de dynamique moléculaire montrent que le tétramere serait
stabilisé par des interactions hydrophobes et des ponts salins entre les monoméres [59)]. L’inca-
pacité a former un ensemble de multiméres comprenant des oligoméres de différentes tailles et

des tétrameéres est suggérée comme étant une cause de la toxicité de U'a-syn [58] [30].

Séquence d’a-synucléine

La protéine a-syn est présente abondamment dans le cerveau et plus particuliérement dans

les neurones, elle se compose de 140 acides-aminés (AA) et se divise en trois régions :

- Le N-terminal (Nterm) (1-60) contient un motif répété KTKEGV, de maniére imparfaite
plusieurs fois dans la séquence (résidus en rouge [figure 1.2). Cette région est également chargée
positivement avec 11 lysines (chargées +), 6 acides glutamiques (chargés -) et un acide aspar-

tique (chargé -) amenant la charge globale du motif & +4.

- Le NAC (61-95) pour Non Amyloid Component est la région centrale trés hydrophobe de
la protéine. Elle est constituée d’un grand nombre de valines et d’alanines représentant prati-

quement la moitié des résidus dans cette région (15/34).

- Le C-terminal (Cterm) (96-140) est une région trés flexible de la protéine majoritairement
déstructurée. Elle est composée de 15 résidus chargés négativement (5 acides aspartiques et 10

acides glutamiques) et de 3 lysines chargées positivement amenant une charge globale & -12.

Nterm NAC Cterm
1 Ck 61 95 140
I\ADVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEHGKTKEGVLYVGSKTPIGVVHG\HTVAEKT}#EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAMTGF%(KDQLGKNEEGAPQEG|LEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA >
2 Hélice 3745 Hélice j2
4 Hélice 97

FIGURE 1.2 — Schéma récapitulatif de la séquence de 'a-syn et de ses caractéristiques. Les
trois régions principales sont données en bleu, rouge et vert pour le Nterm, le NAC et le Cterm
respectivement. Le motif imparfait KTKEGV est mis en évidence en rouge dans la séquence.
La position des mutations ponctuelles A30P, E46K et A53T sont données avec le code couleur
utilisé tout au long de ce manuscrit. La position des hélices formées lorsque la protéine est liée
a une membrane sont données en bleu sous I’axe.
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La séquence atypique de chacune de ces régions leur permet d’avoir de nombreuses propriétés
différentes. En effet, le motif KTKEGV présent dans le Nterm est responsable de la possible
liaison de la protéine avec une membrane. Celle-ci se fait sous deux formes différentes, une
premiére révélée par RMN a haute résolution présente deux hélices 2-37 et 45-92 séparées par
une boucle [61] lorsque la protéine est liée & un micelle, et une seconde déterminée par résonance
paramagnétique électronique (PRE) en interaction avec une membrane lipidique formant une
hélice étendue 1-97 [62]. Le Nterm joue un role dans I'agrégation de la protéine en solution
lorsqu’il est exposé au solvant [43]. Le NAC contient un segment trés hydrophe 71-82 jugé
nécessaire a l'agrégation de la protéine [63]. Un lien a d’ailleurs était fait entre la formation de
fibrilles dans le NAC et une autre maladie neurodégénérative : la maladie d’Alzheimer [64]. Le
Cterm posséde plusieurs fonctions de part sa grande flexibilité avec notamment la régulation
de la formation de fibrilles in vitro [65]. Le Cterm et le Nterm s’opposent en terme de charge,
il est suggéré que leur interaction électrostatique joue un role dans les processus secondaires de
nucléation des fibrilles [66]. De multiples contacts transitoires a longue distance entre le Cterm
et les deux autres régions ont été observés par PRE [67]. Il a été suggéré que ces contacts
sont protecteurs et empéchent 'agrégation. Cependant, ces contacts a longue distance entre
le Cterm et le Nterm ne représentent qu’environ 14% de I’ensemble conformationel. Dans ces
conditions la région 68-78 du NAC est exposée au solvant ce qui permettrait son agrégation

malgré ces contacts a longue distance [28].

1.3 Portion atypique de la séquence de la protéine

0 A30P AS3T 60 95 140

FIGURE 1.3 — Représentation 3D de la hairpin découverte dans la région 38-53 (en orange)
dans la publication Yu et al. [6§]

Des simulations de dynamique moléculaire ont révélé la présence d’une hairpin (épingle a
cheveux en frangais) sur le segment de la séquence 38-53 de I'a-syn [68]. La représentation 3D
de cette structure extraite de la publication [68] est donnée [figure 1.3| Des simulations ont été

réalisées pour le WT et les mutants A30P et A53T dont les mutations sont proches de la région
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de la hairpin [?]. En comparant les différentes protéines, les auteurs se sont apergus que la
hairpin se replie bien plus vite pour les mutants que pour le WT. La hairpin formée interagit
dans la majorité des cas avec la portion 118-130 du Cterm sous forme de feuillets 5 . Les
auteurs suggeérent que la hairpin pourrait étre une région favorable pour réaliser un empilement
de feuillets [ semblables a ceux retrouvés dans les fibrilles. Le repliement du Cterm pourrait

étre une protection contre cette agrégation.

1.4 Impact du motif répété sur la multimérisation

(A) (B)
KTKEGV = wt M17D
# |IMDVFMKGL tf‘ed +DSG
: KY % cells with inclusions
&©
DSG  100- = &% == s
AT . aS100
b as80
(&) ' aS60
. 504
(2)
(%)
AYEM LEDMPVDPDNEAYEMD | |[@mm*=inS514 0+ - -
YEPE! 2GYQDYEPEA as syn1 Z = 2 2 9 C%

FIGURE 1.4 — Panneau (A) : Séquence du WT et d’un mutant comportant des mutations
répétées sur le résidu en 4°™¢ position du motif. La figure de droite montre les différents états
multimériques de 'a-syn avec la forme monomerique légendée aS14 (bande du bas) et les
différentes formes multimériques présentes sur le haut de la membrane de western blot seulement
pour le WT.

Panneau (B) : Pourcentage des cellules contenant des inclusions d’a-syn pour les protéines
étudiées

Des analyses in vitro et in vivo du role du motif répété KTKEGV sur la toxicité de 'a-
syn ont été réalisées [58]. Deux résultats importants sont extraits de cette publication. Le
premier résultat est I’absence d'une région indispensable & la multimérisation. Plusieurs portions
de la protéine ont été supprimées par groupe de 10 résidus. Malgré ces suppressions, la protéine
sauvage d’a-syn a continué a se multimériser. Les auteurs suggéerent que le motif KTKGEV
pourrait jouer un rdle compensatoire si une partie de la protéine est manquante. Plusieurs
mutants ont été synthétisés pour comprendre 'effet de ce motif tout au long de la séquence.
Pour chaque mutant, les mutations sont faites sur la méme position au sein du motif. Des
mutations franches telles que la modification d’un acide glutamique (chargé négativement) en
lysine (chargé positivement) ont été réalisées pour que I'impact soit maximal. Certains mutants
ont perdu leur capacité a former des tétrameéres ( panneau A) et possédent une
grande facilité & produire des inclusions de type Lewy (toxiques) dans les cellules ( [figure 1.4

panneau B). A linverse, les protéines favorisant la formation du tétrameére semblent former
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bien moins d’inclusions. Les auteurs suggérent donc que la présence des tétrameéres jouerait un

role protecteur réduisant la toxicité de la protéine.

1.5 Les simulations d’a-synucléine

L’état de 'art présenté précédemment sur les différentes recherches réalisées sur la protéine
a-syn depuis une vingtaine d’années, nous montre l'intérét des avancées technologiques pour
mieux comprendre les protéines. De nombreuses nouvelles méthodes expérimentales ont permis
de réaliser des analyses plus poussées de la protéine et de donner des résultats majeurs avec
notamment les découvertes assez récentes des fibrilles. La méthode expérimentale est cependant
cotliteuse puisqu’elle nécessite beaucoup de matériel et connait plusieurs limites. Les études
in vitro imposent 'étude de I'a-syn en forte concentration et rendent difficile 1’étude de la
protéine a son échelle monomérique. De plus, les méthodes d’imagerie ne peuvent capter qu’'une
petite portion des nombreuses conformations que peut prendre I’a-syn et laisse une grande part
d’inconnue sur autres les conformations possibles.

Aucune technique expérimentale n’a permis & ce jour de décrire I'aspect atomistique des
dimeéres. Il n’existe pas encore d’idées précises des effets des mutations sur la structure des di-
meéres. Une autre approche, complémentaire, consiste a utiliser les simulations numériques. Les
avancées technologiques informatiques et la connaissance des interactions physiques a 1’échelle
atomique ont permis notamment de construire des programmes de dynamique moléculaire ca-
pables de reproduire le comportement des protéines., avec une précision croissante. Il existe
plusieurs types de dynamique moléculaire.

La dynamique moléculaire tous atomes permet de simuler ’entiéreté de la protéine a 1’échelle
atomique. Cette méthode, gourmande en temps de calcul, ne permet cependant pas actuellement
de réaliser des simulations sur des temps supérieurs a plusieurs microsecondes avec un centre
de calcul standard. Cela limite donc I’espace des conformations exploré. Dans le cas de I'a-syn,
c’est un probléme majeur car la protéine a un espace de conformation trés grand de part son
caractére intrinsequement désordonné. Des temps longs de simulations sont donc nécessaires
pour explorer un maximum de conformations possibles. De plus, la grande flexibilité de I'a-
syn lui donne la possibilité d’explorer des formes trés étendues, ce qui nécessite pour en rendre
compte, une grande boite de simulation d’au moins 40-50 nm impliquant un nombre considérable
de molécules représentant le solvant. L’intérét de la seconde méthode de dynamique moléculaire
appelée "a gros-grains" est de pouvoir permettre de simuler la protéine en s’affranchissant de
ces probleémes. Le systéme est simplifié en utilisant des entités regroupant plusieurs atomes. Ces
entités moyennent le comportement des atomes qui les constituent. Le solvant est implicite ce
qui permet de simplifier 'environnement. On pourra grace a cette méthode réaliser des temps
de simulations longs sur des monoméres et méme simuler des multimeéres.

L’a-syn a été étudiée a 'aide de la dynamique moléculaire, en couplant souvent les résul-
tats avec des données expérimentales. Une étude tous atomes montre que la variation de pH

fait diminuer 'interaction Cterm-NAC [69]. Des données de réticulation a courte distance cou-
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plées & de la dynamique moléculaire discréte ont permis de montrer des structures globulaires
compactes de I’a-syn comprenant des contacts inter-résidus composés de structures secondaires
transitoires notamment dans le NAC et Cterm contenant des feuillets 3 et des hairpins [70].
L’interaction membrane-a-syn a été aussi étudiée par dynamique moléculaire et montre notam-
ment la formation par les oligoméres de structures sous forme de pores dans une membrane [71].
Plusieurs études mettent en évidence une forte proportion d’hélices dans le Nterm [72][68][73]
tandis que d’autres études n’en montrent que peu [74][75]. La présence de feuillets 5 sous
forme d’épingle a cheveux appelé "hairpin" dans la région 38-53 est également discutée par des
simulations la représentant largement [68] et d’autres montrant plutot la formation d’hélices
dans cette région [72]. Les désaccords induits par les différentes méthodes de calculs montrent
la grande difficulté d’étudier cette protéine a 'aide de ces outils. Des études des diméres ont
déja été réalisées en utilisant la dynamique moléculaire ultra-simplifiée [56] ou des petits frag-
ments d’a-syn [76] mais ces méthodes ne prennent pas en compte la dynamique du polymére ou
biaisent les conditions initiales des simulations en utilisant des structures natives de la protéine,

comme par exemple celle associée & une membrane de phospholipide [77].

1.6 Reécapitulatif des propriétés de I’a-synucléine et pro-
blématiques

L’agrégation de I’a-syn est un processus complexe, thermodynamique, qui nécessite d’étudier
I’équilibre entre les phases agrégées et libres en solution. C’est un probléme multi-échelle. Dans
cette thése, nous examinons les monomeéres isolés et les premiéres étapes de 'association de
deux monomeéres, ainsi que les différences entre le WT et les mutants en espérant identifier des
régions particuliéres pertinentes pour l’association. Les conclusions de ces simulations seront
qualitativement comparées a I'expérience et des hypothéses seront émises tout en gardant en
téte les limitations de notre étude : i) systéme minimal d’une ou deux protéines, ii) un champ
de force a gros grains et solvant implicite, iii) temps effectif de simulation de l'ordre de la
milliseconde beaucoup plus petit que la phase de latence de 'agrégation (heures).

Le schéma récapitulatif donné permet de visualiser les différentes formes connues
prises par 'a-syn . En partant de la forme désordonnée centrale sur le schéma la protéine
est capable d’évoluer vers i) une forme riche en hélice liée & une membrane lipidique, ii) un
tétramere, iii) une structure monomérique favorable a la formation de multiméres évoluant en
fibrilles pour finalement former des inclusions dans le cerveau.

Les questions auxquelles nous cherchons a répondre dans cette thése sont matérialisées sur

le schéma (figure 1.5) :

Q1 : Quelles sont les différentes structures prises par le monomeére désordonné ?
Nous chercherons a répondre a cette question en identifiant les différentes structures secon-
daires (hélices, feuillets 3 et boucles) présentes chez les monomeéres de 1'a-syn afin d’avoir une

image globale des caractéristiques de la structure.

16



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Q2 : Quelles structures monomériques de I’a-syn seraient favorables & I’agrégation 7
Parmi les structures identifiées dans la Q1, nous chercherons & détecter les structures qui

semblent favorables ou défavorables & la formation de dimeéres.

Q3 : Quelles sont les régions favorables a la formation de dimeére type fibrille chez I'a-syn ?
Nous chercherons a identifier les différents types de dimeéres comportant les caractéristiques
retrouvées dans les fibrilles amyloides pour comprendre les étapes préliminaires d’agrégation et

ainsi identifier les régions clés de I'a-syn .

Q4 : Existe t-il d’autre types de dimeéres chez I'a-syn ?
Les études expérimentales ont montré la présence de différent type de diméres, nous nous

attendons donc a obtenir d’autres types de diméres que ceux se rapprochant d’une fibrille.

Ces quatres questions sont les quatres axes de recherche principaux de cette thése. Ces axes
seront étudiés a la fois pour le WT mais également pour les différents mutants afin de réaliser
des comparatifs et ainsi de contribuer & comprendre au mieux les causes structurelles initiales

responsables des synucléopathies.

Interaction avec une
membrane lipidique

Q47?

Y S Qe e
} l } ll ....... l ) | Inclusions dans le cerveau

)

Tétramere Monomérele Mon_omére Formation de
désordonnée propice a la fibrilles
Q1? formation de fibrilles

FIGURE 1.5 — Schéma représentatif des différentes conformations connues prises par 'a-syn .
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Chapitre 2

Méthodes

Dans cette partie, nous expliciterons d’abord la méthode de calcul des simulations de dy-
namique moléculaire et les différents parameétres utilisés puis nous ferons un récapitulatif des
trajectoires simulées pour les différents types de protéines. Nous détaillerons ensuite les diffé-
rentes techniques d’analyse et de construction des figures utilisées a la fois dans les publications

et dans les autres résultats présentés dans cette thése.

2.1 Simulations des protéines

Programme de simulation de dynamique moléculaire : UNited-RESidue

La majorité des trajectoires de 'a-syn étudiées dans cette thése a été réalisée avec le pro-
gramme UNited-RESidue (UNRES). Ce modéle a gros grains a été développé par le groupe
d’Harold Scheraga & l'université de Cornell (Etats-Unis) et par Adam Liwo & l'université de
Gdansk (Pologne) [78]. Ce programme simplifie la représentation d’une protéine en ne prenant
que deux entités par acide aminé . Une premiére entité notée P; (rond noir) est située
a mi-distance entre deux C* (1/2dC;). Une seconde entité notée SC; (rond grisé) est reliée au
C® par une liaison virtuelle d.X; positionnée au centre de masse de la chaine latérale et donne
également son orientation (angles «;, ;). Le systéme est donc trés simplement décrit par les
deux vecteurs dC; et dX; ou par ’ensemble des angles «;, ; ainsi que les angles de liaison 6; et
dihédraux ~; construits sur les liaisons virtuelles entre les C'“. A partir de ces valeurs, UNRES

va générer en fichier de sortie les coordonnées de 2 entités pour chaque acide aminé : C* et CF .
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FIGURE 2.1 — Schéma du modéle simplifié d’une chaine polypeptidique défini par UNRES.
Les entités P; (ronds noirs) et SC; (ronds grisés) forment les deux types d’éléments utilisés
par UNRES pour la simulation de la dynamique de la chaine (voir texte). Les ronds blancs
définissent les positions réelles des C“.

La réduction de la représentation de la chaine polypeptidique, couplée a 'utilisation d’un
solvant implicite, permet de réduire considérablement les temps de calculs de pres de 1000 a
4000 fois comparé a de la simulation tous atomes et donne la possibilité avec UNRES de réaliser
des simulations longues d’une protéine de l'ordre de la milliseconde (temps effectif).

Le champ de force a été dérivé comme un potentiel de force moyen d’une chaine polypepti-
dique dans un solvant dans lequel tous les degrés de liberté ont été moyennés a 1’exception des
coordonnées P; et SC;. La fonction d’énergie contient plusieurs termes : les interactions locales
ou des interactions entre les différentes régions de la protéine. Elle est obtenue en décomposant
le potentiel de force moyen en plusieurs facteurs regroupés par type d’interaction a la fois entre

les différents gros grains mais aussi de maniére intrinséque a chaque gros grain :

Uchainefum'que = E E USCZ'SC]' + E UCysZ'SSCijSS +wSCp E E USCZ'pj—{—
J Jooig

1<j ss
Wey Z Z Upipj + Wior Z Utor (71) + Wtord Z Utord(ﬁ)/ia "Yi—i—l)_‘_
7 o1<j—1 % i

6
Wy Z Ub(ez) + Wrot Z Urot<ai7 Bz) + Z wgggUgﬁZ + Wyip Z U’U’Lb(dl)
i i m=3 i

Les différentes sommes parcourent les AA i et j. Les termes Usc, s, concernent I’hydropho-
bicité ainsi que l'interaction implicite de la chaine latérale avec le solvant [79] [80]. UcysissCys,as
est lié a I'énergie des liaisons disulfides(non présentes dans a-syn ). Usc,p; correspond & un
potentiel de volume exclu pour l'interaction entre les deux entités définies par UNRES. La
moyenne des énergies d’interactions électrostatiques entre les entités p; est donnée par le terme
Up:p;- Les potentiels de torsions et de doubles torsions Uy, et Ugorq impliquent la rotation d’une

ou de deux liaisons virtuelles données. Les termes U, et U,, concernent la courbure des liai-
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sons virtuelles et la rotation de la chaine latérale respectivement. Les corrélations (a différents
ordres m) entre I’électrostaticité des entités p; et les interactions locales au sein de la chaine

principale sont données par U, Enfin le terme U,; est un simple potentiel harmonique

coor(m) -
dépendant de la taille des liaisons virtuelles (d;). La valeur w indique le poids de chaque terme

dans I’équation.

Afin d’appliquer UNRES sur des protéines possédant plusieurs chaines, un second potentiel

inter-chaines a été construit [81] :

_ l
Uinter—chaines - E E USC”“SC + z :UCysfssC'ys7ss +wSCp g E USCfpjl

1<j

+wSCP U, kSC]l + We l + wcoor ;nonadj coor nonad]

Ce potentiel contient des termes semblables au potentiel pour une chaine unique mais cette
fois appliqués aux deux chaines identifiées par k et [. Tous les termes ramenés & des éléments

intrinséques a la chaine ne sont pas présents dans 'équation (Usor,Usord,Up,Uror €6 Uyia)-

Pour simuler 'effet de concentration présent lors d’une étude expérimentale comprenant
plusieurs chaines, un dernier potentiel, appelé potentiel de confinement Uy, est ajouté. Le
systéme d’étude comprenant plusieurs sites est ainsi confiné dans une spheére. Si les sites du
systéme sortent des frontiéres de la sphére, Uy, s va produire une attraction les ramenant vers
le centre de la sphére. Le but de ce confinement est de favoriser l'interaction entre les différentes

chaines & concentration finie et d’éviter qu’elles ne s’éloignent indéfiniment par diffusion.

Le potentiel global d’interaction a chaine multiple regroupe donc les deux potentiels détaillés

précédemment ainsi que le potentiel de confinement :

§ : z : z : k,l
olzgomere chaine—unique + Uinter—chaines + UCO”f
k I>k

Le champ de force UNRES a été appliqué avec succes pour simuler le repliement des protéines

[80, 82] [83] et la dynamique conformationelle de protéines chaperons [84].

Dans le cas de la protéine d’étude de cette thése, 'a-syn, ce type de programme est trés
intéressant puisque cette protéine est capable de visiter un nombre conséquent de conformations
dont certaines possédent un rayon de giration trés large. Avec un solvant explicite (comme pour
un grand nombre de simulations tous atomes), les tailles de boites de simulation a utiliser
seraient considérables et par conséquent elles ne permettraient que de faire de trés courtes

simulations et une étude des multiméres extrémement limitée.
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La méthode du Replica Exchange

Les protéines peuvent explorer plusieurs états. La protéine peut rester bloquée dans un
état si la barriére énergétique entre un état et un autre état est trop grande. La probabilité
de franchir cette barriére énergétique dépend de la température et a température ambiante est
parfois proche de zéro. Par conséquent, une simulation de dynamique moléculaire & température
constante ne permettra pas de définir tout I’espace conformationel de la protéine sur le temps de
simulation aux températures physiologiques (courbe bleue a basse température sur 1a.

Dans notre cas, ’a-syn est connue pour pouvoir réaliser un grand nombre de conformations
différentes. Afin d’en visiter un maximum, il est nécessaire d’utiliser une méthode de simulation
de dynamique moléculaire appelée "Replica Exchange". Plusieurs répliques a différentes tem-
pératures, y compris les températures physiologiques, vont étre simulées. Sur la [figure 2.2, la
courbe orange et la courbe bleue représentent deux répliques a deux températures différentes :
une basse température (courbe bleue) et une haute température (courbe orange). Les régions
accessibles pour la protéine étudiée au cours de la simulation sont données par la coloration
des différents puits. On remarque une barriére énergétique quasi infranchissable pour la ré-
plique a basse température. A haute température cela devient possible car le profil des puits
d’énergie est beaucoup plus plat. La méthode de Replica Exchange va permettre de réaliser
des échanges entre les simulations a différentes températures afin d’aider la protéine a franchir
ces barriéres énergétiques. La méthode d’échange se base sur le critére de Metropolis [85]. A
intervalles réguliers, I’échange entre deux conformations pourra se faire suivant une probabilité

d’acceptance :

e 6[L‘p(—A”) si Aij Z 0

avec

Aij = (85 = Pi)|E(x;) — E(x:)]

L’élément [, est rattaché a la température inverse de la réplique k, E a I’énergie potentielle
de I’état considéré et x; la configuration de la réplique k. La probabilité d’acceptance dépend
donc de deux parameétres : I’énergie potentielle de la réplique et la température de celle-ci.

-SiT; > T; et E(x;) < E(z;) alors I'échange est accepté.

- Sinon la probabilité d’échange va décroitre a mesure que la différence d’énergie potentielle
augmente.

Ces équations montrent I'importance d’avoir des températures suffisament proches pour
que les distributions d’énergies potentielles se recoupent et puissent permettre de maximiser
les chances d’échange et d’avoir ainsi une simulation optimale de ’espace conformationel de la

protéine.
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FIGURE 2.2 — Représentation schématique de la méthode du Replica Fxchange. Les profils
d’énergie libre le long d'une coordonnée de réaction sont représentés pour une réplique a basse
température (courbe bleue) et une réplique a haute température (courbe orange). Les puits
d’énergie libre colorés sont accessibles par la réplique correspondante et les fleches noires cour-
bées montrent la possibilité de déplacement entre ces puits. Les fleches noires rectilignes donnent
les possibilités d’échange idéaux entre les deux répliques en partant de 1’état 1 suivant le critére
de Métropolis.

La [figure 2.2| présente le cas de figure idéal. En partant de ’état 1, si les conditions de
températures et d’énergies potentielles entre les deux répliques sont respectées, I’échange peut
se faire et ainsi la conformation a 1’état 1 va passer a haute température. Un second échange
pourra étre réalisé a ’état 3 et ainsi atteindre I'état 4, dans ce cas idéal la barriére d’énergie a

été franchie et on visite donc de nouveaux états a la température la plus basse.

Les données de simulations

Les trajectoires ont été calculées avec le programme UNRES (voir page en
utilisant la méthode du Replica Exchange (voir page [22)) et le thermostat Berendsen

pour 8 protéines :

- la protéine sauvage d’a-syn (WT).

- trois mutants retrouvés chez des patients atteint de la maladie de Parkinson : A30P,A53T
et 46K .

- quatre mutants issus de la publication Dettmer et al. [58].

La résume les différents parameétres des simulations réalisées. La température la
plus basse est de 300K pour 32 trajectoires, les températures suivantes sont données suivant
un gradient exponentiel avec 310K, 323K, 337K, 353K, 370K pour 8 trajectoires chacune. Le
point de départ des trajectoires est deux monomeéres d’a-syn séparés de 25 A dont les angles

sont contraints de facon a ce que les deux protéines aient une forme rectiligne.
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8 trajectoires 323K
8 trajectoires 310K
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FIGURE 2.3 — Récapitulatif des différents parameétres utilisés pour la réalisation des trajectoires
avec la méthode Replica Exchange. Les fléches de couleur représentent les différentes répliques
a différentes températures. Les barres verticales en pointillés donnent le nombre de pas simulés
dans ces trajectoires. Les schémas situés en dessous présentent la conformation de départ et les
différentes classes de conformations définies pour a-syn dans cette thése au sein des trajectoires
simulées.

L’ensemble des conformations d’a-syn a été divisé en trois classes distinctes : monomeéres,
diméres et sporadiques. Une chaine d’a-syn fait partie de la classe monomére si chacun de ses
résidus est au moins a 25 A des résidus de la seconde chaine. La classe diméres concerne deux
chaines dont au moins 10 résidus sont en interactions (définies par la distance de contact) avec
10 résidus de 'autre chaine. Enfin, la troisiéme classe, sporadique, contient toutes les autres
conformations possibles.

Le pas d’intégration ’UNRES est de 4.9 fs correspondant a temps effectif de 4.9 ps [86]. Le
temps effectif global est de 412 microsecondes par trajectoire. Les conformations des 4 premiers
millions de pas sont considérées comme trop proches de la conformation de départ et n’ont
donc pas été utilisées. Dans la continuité de ces 4 premiers millions, nous avons réalisé 8 blocs
de 10 millions de pas chacun. A partir des classes "monoméres" et "diméres" nous avons vérifié
la convergence a 'aide du rayon de giration pour les monomeéres du WT (figure 2.4 panneau
de droite) et du contact moyen inter-chaines pour les diméres panneau de gauche)
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(voir @ page . Les courbes des blocs 6, 7 et 8 sont trés proches pour les deux
propriétés. Nous avons donc considéré que la convergence est atteinte pour ces 3 blocs et nous
n’avons donc analysé que cette partie de notre statistique correspondant & un temps effectif de
147 microsecondes par trajectoire. On utilisera les conformations & des températures comprises
entre 300K et 310K proches de la température physiologique dans les 72 trajectoires (zone
hachurée verte a la . Dans cet ensemble, on retrouve au total environ 1,08 millions
de conformations soit environ 5,3 millisecondes de simulations (temps effectif) sur un ensemble
global (en prenant en compte les 84 millions de pas réalisés et les 72 trajectoires réalisées) de

29.7 millisecondes de temps effectif..

blocl bloc2 bloc3 bloc4 bloc5 bloc6 bloc7 bloc8
2.5 T T 0.12 T T
2 u
0.09 - 3
C
q) N
) 2
I =
= B 0.06 - .
= Q
S o
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(o] |
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Séquence Rayon de giration (&)

FIGURE 2.4 — Contact moyen inter-chaines des diméres (panneau de gauche) et distribution
de probabilité du rayon de giration des monomeéres (panneau de droite). Les deux figures sont
réalisées pour le WT et présentent les courbes de chaque bloc (figure 2.3)) suivant le gradient
de couleur donné dans la légende au dessus de la figure.

2.2 Deétections des structures secondaires

Les protéines sont caractérisées par une succession d’acides aminés. Cet enchainement dif-
férent d’'une protéine a l'autre lui donne ses caractéristiques en formant différents types de
structures secondaires telles que les hélices, les feuillets 5 ou les boucles. Au sein des hélices,
il existe des sous familles : les hélices 310, les hélices-a (majoritairement représentées dans les
protéines) et hélices 7. La formation d’un de ces types d’hélices dépend de la liaison hydrogéne
formée entre les groupements N-H de 'AA; et C=0 de ’AA; 3 pour les hélices 319, AA; 4 (pour
les hélices-ar) ou AA; 5 pour les hélices m. Concernant les feuillets 3, il en existe deux types :
paralléles si les deux brins sont orientés de la méme facon ou anti-paralléles si leurs orienta-
tions s’opposent. La boucle est une structure bien plus variable, elle est surtout remarquable

lorsqu’elle est couplée avec un feuillet pour former une hairpin.
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Détection des hélices et des feuillets (5

En utilisant un modele & gros grains tel que UNRES, les fichiers de sortie donnant les
coordonnées cartésiennes de la protéine ne contiennent que deux entités par AA : C% et C# .
Sans la position de la totalité des atomes de la chaine principale, il est impossible d’utiliser
les outils conventionnels tels que DSSP [87][88] ou STRIDE [89] pour assigner a chaque AA
une structure secondaire. L’unique option pour utiliser ces programmes est de reconstruire la
structure en tous atomes a partir de la structure en gros grains en utilisant par exemple MMTSB
[90] ou PULCHRA [91]. Cependant le cotit en terme de temps de calcul est considérable. Nous
avons donc construit un programme nommé CUTABI (CUrvature and Torsion based on Alpha-
Helix and Beta-sheet Identification). En utilisant uniquement les positions des C'*, le programme
est capable de détecter les hélices et les feuillets 5 par le biais des angles de liaison # et dihédraux
v . Dans le cas des feuillet-/3, une combinaison d’angles 6 et v (définis associée a des

distances entre les C'%* est nécessaire.

FIGURE 2.5 — Pour un résidu i, 7; est 'angle dihédral formé par la liaison virtuelle reliant
quatre C'* successifs (i-1, i, i-+1 et i42) le long de la séquence d’AA et 0; est 'angle de liaison
formé par la liaison virtuelle reliant trois C'“ successifs (i-1, i, i+1) le long de la séquence d’A.

Le programme a été congu a partir de 14 652 structures expérimentales contenant moins
de 40% d’identité de séquence extraites de la base de donnée ASTRAL[92][93]. Les critéres
de CUTABI ont été ajustés pour reproduire les résultats de DSSP. Nous sommes parvenu &
obtenir un accord de 93% avec DSSP pour les 14 652 structures en étant 10 fois plus rapide. Les
performances détaillées de CUTABI comparées & DSSP et a un autre programme de détection
a partir de gros-grains appelé PSEA[94] sont décrites dans une publication de notre équipe
donnée dans la partie [chapitre 3 [I].

CUTABI ne peut détecter que des hélices constituées de minimum 4 AA. Les hélices 319
pouvant étre de 3 AA ne peuvent donc pas étre reconnues par le programme. Les hélices ne se
forment que pour des interactions & courte distance avec la chaine ¢’est pourquoi une succession
simple d’angles est suffisante pour définir une hélice. En effet si les angles 0., 0511, 0r12 et O3

sont compris entre 80° et 105° et que les angles ;11 et y,12 sont compris entre 30° et 80° alors
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les résidus k, k+1, k+2 et k+3 sont considérés comme appartenant a une hélice ( [figure 2.6

panneau de gauche).

CUTABI détecte des feuillets 5 dont les brins font minimum 2 AA formant donc un feuillet
de minimum 4 AA. Les ponts § n’incluant que 1 seul AA ne peuvent donc pas étre considérés
dans notre définition. Pour que les AA k, k+1, i et i-+1 appartiennent a un feuillet S il faut que
Ok, Orxi1, 0; et 0,1 soient compris entre 100° et 155° et que 7 et ; soient supérieur a 80° ou
inférieur a -80°. Des conditions de distance de moins de 5.5 A entre k et i et entre k-+1 et i+1 ainsi
qu'une distance de moins de 6.8 A entre k-+1 et i+2 (fleches rouges et bleues respectivement sur
la panneau de droite) s’ajoutent aux conditions angulaires pour détecter le feuillet.

Des conditions similaires s’appliquent pour détecter un feuillet § anti-paralléle.

) Y
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FIGURE 2.6 — Paramétres définissant les résidus comme appartenant & une hélice ou a un
feuillet 5 . Les sphéres blanches définissent la position des C*des AA. Les fléches oranges et
bleues montrent respectivement les angles 6 et ~ impliqués. Pour les feuillets 3 , les fleches
rouges et bleues donnent les distances entre les AA nécessaires dans la définition.

Détection de structures particuliéres

Les feuillets 3 sont capables de former des structures particuliéres appelées "hairpins" en
anglais pour "épingles & cheveux". L’apparition d’une hairpin est une caractéristique structurale
intéressante chez les protéines. Elle a notamment été détectée par simulations chez a-syn sur le
segment 38-53 de la séquence de la protéine [68]. Il s’est donc avéré utile de pouvoir classer les
conformations contenant ces structures dans notre ensemble de données afin de comparer avec
les résultats obtenus dans d’autre types de simulation de dynamique moléculaire. Au cours de
notre analyse, nous nous sommes apercus qu'un second type de structure proche de la hairpin
pouvait intervenir chez a-syn . Cette structure s’apparente a deux brins d’une hairpin qui se
sont entremélés en faisant une rotation sur ’axe de la hairpin. Elle a été nommée dans cette

these "tresse" . Une représentation schématique de cette structure est donnée ffigure 2.7
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8:# 8

FIGURE 2.7 — Représentation schématique d’une hairpin (a gauche) et d’une tresse (a droite)

- Détection des hairpins

Pour détecter les hairpins en utilisant CUTABI, il nous faut passer par la détection des
boucles au sein d’une hairpin. La "boucle" décrite par DSSP est complexe a détecter par
CUTABI si elle ne se situe pas au sein d’une hairpin. Dans le cas ot elle se situe au sein d'une
hairpin elle peut étre composée de 2 a 5 résidus. Les travaux publiés sur la hairpin d’a-syn dans
le segment 38-53 définissent la boucle de cette hairpin comme étant composée des résidus 45
et 46 [68]. Pour comparer nos résultats directement avec ceux déja publiés nous avons donc
étendu CUTABI a la détection des hairpins contenant une boucle de 2 AA.
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FIGURE 2.8 — Paysages d’énergie libre des couples d’angle 6 et v retrouvés pour les résidus
situés dans une hairpin d’aprés DSSP dans les structures de la base ASTRAL contenant au
moins une hairpin. Les cartes sont associées & chaque résidu dont la position est donnée dans

le schéma & gauche des cartes. Le gradient de couleur indique la probabilité d’apparition d’un
couple.

Le set de données utilisé pour paramétrer CUTABI pour la détection d’hairpin est constitué
des structures ASTRAL déja utilisées pour la détection des hélices et des feuillet 5 . Nous avons
cherché dans ces structures expérimentales toutes les régions pour lesquelles DSSP détecte un

enchainement de 2 AA en feuillets 5 puis 2 AA dans une boucle puis de nouveaux 2 AA en
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feuillets /3 soit BBTTBB (selon les codes DSSP : B=Beta-sheet (feuillet 8 ), T=Turn (boucle)).
Si la protéine posséde au moins une structure de la sorte, elle sera utilisée pour ’analyse. On
dénombre ainsi un total de 4735 structures possédant ce critére au moins une fois. A partir
de ces structures on va chercher & paramétrer CUTABI de sorte a ce qu’il retrouve les mémes
enchainements BBTTBB que DSSP. Les paysages d’énergie libre dans I'espace des angles (6,7)
des AA en feuillets # adjacents a la boucle, notés S1 et S2 et des AA dans la boucle, notés T1
et T2, sont donnés a la [figure 2.8. Seuls les AA S1 et T1 possédent un couple d’angles assez
spécifique contrairement aux AA T2 et S2 qui forment des angles propices & une conformation
de feuillets 5. Le paysage d’énergie libre de S1 montre trois tache dont une plus probable formées
pour des angles v négatifs. Aprés différents tests, il s’avére que la valeur de I’angle v est assez
flexible au sein d’une boucle, nous avons donc choisi d’utiliser le spectre complet allant de -64°
a 64° pour v et 80° & 120° pour 'angle 0 recouvrant ainsi la quasi totalité des points . ’AA T1
a un angle 6 entre 80° et 110° et un angle 7 pour une grande partie positif. On remarque ainsi
trois zones, tout d’abord une premiére trés probable et assez large au dela de 90° qui s’étend
en réduisant sa probabilité pour des angles « inférieurs a 90°. Symétriquement a cette tache
on retrouve une autre tache pour des 7 négatifs mais stastiquement bien moins probable. Une
troisiéme tache trés localisée apparait ensuite proche d’un v de 180°. On utilisera les v entre 50°
et 180° pour englober les deux taches majeures et on laissera de coté la tache des v négatifs car
sa prise en compte pourrait avoir tendance a nous faire surestimer la détection des boucles. Les
gammes d’angles utilisées sont assez larges et ces simples conditions ne sont pas suffisantes pour
estimer la position d’une hairpin dans une séquence. Nous avons donc ajouté, en complément,
la vérification selon les critéres de CUTABI que les AA S1-1 et S2+41 sont bien localisés dans
un feuillet [ .

Dans la suite de ce manuscrit, lorsque le terme hairpin sera employé il fera allusion & une

hairpin & deux résidus.

- Détection des tresses

La tresse est une structure encore jamais étudiée a notre connaissance dans la littérature.
Elle se caractérise par des angles /v atypiques. L’angle 0 est trés localisé avec une gamme
comprise entre 110° et 120°. L’angle v occupe une région déja connue comme étant une région
propice a la formation d’hélice entre 30° et 60°. Le couple de ces deux angles se situe donc grace
a I’angle 6 dans une région dissociée de celle des hélices et permet donc une détection facile de
ce type de structure. La tresse se constitue de deux branches anti-paralléles comme un feuillet

B, la particularité est que ces deux branches vont s’entreméler pour former un tressage.

Considérer qu'un résidu est dans une tresse car ses angles se trouvent dans la gamme
définie n’est pas une condition suffisante. Dans le cas de ’analyse du segment 38-53, une étude
complémentaire (non présentée dans cette thése) a permis d’établir un phénomeéne de corrélation
entre les angles des AA dans une tresse. Dans le segment de séquence 38-53, les résidus 40,41,48
et 49 se trouvent au centre des brins de la tresse et forme la boucle centrale ( [figure 2.9). Si au

moins 3 de ces 4 résidus possédent des angles dans la gamme d’angles de la tresse, la portion
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de séquence 38-53 aura une trés grande probabilité de former une tresse. On utilisera ce critére

pour la détecter.

FIGURE 2.9 — Schéma représentant une tresse du résidu 38 au 53 dans l'a-syn . La partie
montante (partant du Nterm) est donnée en dégradé bleu, la partie descendante (allant vers
le Cterm) est donnée en dégradé orange. Les positions des C* 40, 41, 48 et 49 utilisés pour
détecter la tresse sont données par des sphéres.

2.3 Analyses des simulations

Densité de probabilité des couples hélices/feuillet

L’utilisation de CUTABI nous permet avec un temps de calcul assez court de calculer la
probabilité de formation d’hélices et de feuillets 5 chez a-syn pour toutes nos conformations. On

peut ainsi étudier de maniére assez simple la probabilité de formation des structures secondaires
par AA.
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FIGURE 2.10 — Exemple de carte de couleur typique représentant le nombre de résidus en hélice
par rapport au nombre de résidus en feuillet 5 pour les conformations des monomeéres du WT.
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Pour réaliser des classes des conformations des monomeéres, la détection des feuillets 3 et
des hélices s’est avérée étre un outil trés utile. En effet, grace & CUTABI, il nous est possible
de compter le nombre d’AA formant des hélices et le nombre d’AA formant des feuillets 8 pour
chaque conformation. Grace a ce couple de valeurs, on peut créer une carte en deux dimensions
proposant en abscisse le nombre d’AA en feuillets 5 et en ordonnée le nombre d’AA en hélices
(figure 2.10). Chaque conformation formera un point sur cette carte situé au couple de valeurs
correspondant. Pour une étude statistique de ’ensemble des conformations, une troisiéme di-
mension correspondant & la couleur de ce point dépendra de la proportion de conformations
capables de former ce couple de valeurs. Par soucis de visibilité dans le cas des conformations
ne comportant pas d’AA en hélice (état B |figure 2.10] ), nous avons réalisé une courbe & une

dimension avec une échelle de probabilité plus adaptée donnée sur I'axe y de droite.

Analyses rattachées a la notion de contact

- Définition

L’analyse d'une protéine aussi complexe que I’a-syn nécessite de trouver, au sein de la tres
grande quantité de données diie a la statistique trés importante, des paramétres permettant de
faire ressortir des informations pertinentes sur la protéine.

Un de ces parameétres est trés simple : le contact. Si deux résidus se trouvent & une distance

suffisamment proche, mesurée entre les positions de leur C'%; ils seront considérés en contact.

Rayon
de coupure

FIGURE 2.11 — Schéma explicatif de la notion de contact (ici dans le cas de contact inter-
chaines). Les sphéres blanches représentes les C* de la chaine A, les sphéres orangées repré-
sentent les C“ de la chaine B. Le cercle bleu est le rayon de coupure appliqué au C* analysé
Ag. Les C'* présents dans cette sphére, B3, et Bssz, sont considérés en contact avec Ag

On utilise deux fagons de compter les contacts dépendant du rayon de coupure utilisé :
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- Contact limité : on limite le nombre de contacts pour chaque C* & 1 en prenant en compte le

C? le plus proche. Cette méthode est utilisée pour définir les différentes classes "monoméres",

"diméres" et "sporadiques" explicitées page [23|

- Contact global : si on utilise un rayon de coupure assez large, il est possible que plusieurs

C se retrouvent dans la sphére de contact du C'“ analysé, lui donnant ainsi la possibilité de
faire plusieurs contacts. Ce cas de figure est illustré a la [figure 2.11] Le C* analysé est le Asg.
Il posseéde 2 C'* de la chaine B dans son rayon de coupure, soit By et Bss. Il forme donc deux
contacts. On utilise cette méthode pour la majorité des analyses comme le calcul du contact
moyen inter-chaines le long de la séquence pour les diméres et les contacts intra-chaine en

ignorant les premiers et seconds voisins liés par des liaisons virtuelles.

Deux distances de coupure ont été utilisées : 5 A et 6 A. La distance 5 A a été utilisée
pour la séparation des différentes conformations entre les classes "monomeéres", "dimeéres" et
"sporadiques". Cette distance englobe toutes les distances inter-chaines retrouvées entre les
résidus dans les structures de fibrilles expérimentales de codes PDB 2n0a (environ 4.9 A ) et
6ssx (environ 4.7 A ). L’étude des feuillets 3 intra-chaine de la base ASTRAL qui a permis
de construire le programme CUTABI a montré une distance inférieure a 5.5 A entre les ré-
sidus des deux brins formant un feuillet S . Pour I’étude de I'agrégation de la protéine nous
avons donc utilisé dans la plupart de nos analyses la distance de coupure de 6 A Ce rayon de

coupure permet également de rendre plus lisible les cartes de contacts (voir paragraphe suivant).

- Carte de contact

Les axes des ordonnées et des abscisses des cartes de contacts (CM) représentent la séquence
de la protéine. Si un C'* forme un contact avec un autre C'* un point se formera sur la carte.
Lorsqu’on analyse plusieurs conformations en méme temps, une échelle de couleur vient colorer
le point en fonction de sa probabilité d’apparition. Une interpolation des points est réalisée
pour chaque carte de sorte a éviter la formation discréte de points rendant la carte de contact

moins lisible.

Dans le cas des cartes de contact intra-chaine (pour les monomeéres), pour un AA de position
i les plus proches voisins i-2, i-1, i+1 et i4+2 ne sont pas pris en compte car trop proches. La
diagonale de la carte ne posséde donc pas de points, cela permet une meilleure lecture des
contacts proches de la diagonale au-dela des seconds voisins le long de la chaine. Dans le cas

des cartes de contact inter-chaines (pour les diméres) tous les C* sont inclus.

On remarque plusieurs types de traces sur ces cartes :

- Les traces rectilignes perpendiculaires & la diagonale correspondent & des feuillets [ anti-
paralléles : pour une hairpin la trace coupe la diagonale de maniére notée (1a) sur le panneau
A sur laffigure 2.12 sinon il s’agira d’un feuillet § anti-paralléle a longue distance noté (1b) ou
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d’un simple feuillet 5 anti-paralléle entre les deux chaines noté (1b) sur le panneau (B).

- Les traces paralléles a la diagonale notées (2) sur laffigure 2.12|correspondent a des feuillets
[ paralléles.

Cas particuliers :
- Pour les cartes de contact intra-chaine (panneau (A) ffigure 2.12)) : les traces rectilignes collées

a la diagonale notées (3) correspondent a la formation d’hélice.

- Pour les cartes de contact inter-chaines (panneau (B) [figure 2.12)) : les traces rectilignes se
superposant a la diagonale sont assimilables & des contacts de type fibrille (CTF),c’est & dire

reliant les mémes AA de chaque chaine, notées (4).
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FIGURE 2.12 — Exemples de carte de contacts intra-chaine (panneau (A)) et inter-chaines
(panneau (B)) de la protéine sauvage a-syn . Les différents types de structures secondaires sont
numérotés et décrites dans le texte.

- Contact moyen le long de la séquence

Le calcul du contact moyen est utilisé pour caractériser les interactions entre deux mono-
méres au sein de nos simulations. Le rayon de coupure utilisé est de 6 A. Dans ce cas de figure,
lors de I'analyse de chaque AA on utilise la notion de contact global. Ce nombre de contact
moyen est la somme des contacts de 'acide aminé dans les deux chaines (Exemple : Contact
AAg = Contacts AAg chaine A + Contacts AAg chaine B) dans l’ensemble des conforma-
tions analysées, divisée par le nombre de conformations analysées et par 2 (pour le nombre de
chaines). La courbe de la présente la séquence en abscisse avec la valeur de contact
moyen en ordonnée pour chaque résidu. L’intérét de cette analyse est d’avoir une image de la
capacité d'un AA a attirer ’autre chaine pour former des contacts qui sont potentiellement des

contacts dans des feuillets [ .
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Contact moyen
=

[ U

I I

| |

ot
U
\
I

0 \ \ I I I
1 20 40 60 80 100 120 140

Séquence

FIGURE 2.13 — Exemple typique de la courbe de contact moyen le long de la séquence pour les
dimeéres de I’a-syn WT.

- Carte de couleur du nombre de contacts intra-chaine et du nombre

de contact inter-chaines

La formation d’interactions entre les deux monomeéres est également caractérisée en calculant
le nombre de contacts intra-chaine (7;,44) €t inter-chaines (7n,). L’utilisation de ce couple
de valeurs pour un dimeére permet de réaliser une carte en deux dimensions dont l'abscisse
est le nombre de contacts inter-chaines et l'ordonnée le nombre de contacts intra-chaine. Un
exemple de ce type de carte est donné. Les contacts sont comptabilisés en sommant
tous les contacts réalisés par chaque AA suivant la notion de contact globale. Chaque point de

la carte représente un couple de valeur n,ser/Mintrq- La couleur de ces points est définie par
P(ninterynintra)

Pma:n
du couple npter /Mintra €ntre les résidus d’un ensemble de dimeéres et P, la valeur maximale

’échelle de couleur donnée en -In( ) calculées a partir de la densité de probabilité P

de la probabilité de la carte.
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FIGURE 2.14 — Exemple typique de carte de couleur du nombre de contacts intra-chaine en
fonction du nombre de contact inter-chaines pour les diméres du WT.
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Chapitre 3

Résultats : Etude globale des monomeéres

d’a-synucléine

La premiére publication de cette thése "Missense mutations modify the conformational
ensemble of the a-synuclein monomer which exhibits a two-phase characteristic" publiée le 29
novembre 2021 par notre équipe présente I’étude des monomeres d’a-syn du WT et des mutants
A30P, A53T et E46K simulés par le programme de dynamique moléculaire UNRES.

La partie Méthode de la publication explicite le développement du programme CUTABI
(CUrvature and Torsion base of Alpha-helix and Beta-sheet Identification), que nous avons
développé, permettant la détection des hélices et des feuillets S en utilisant uniquement une
combinaison d’angles et de distances des C'“de la protéine. Basé sur un ensemble de 14 652
structures expérimentales, les paramétres de CUTABI ont été ajustés sur les résultats de 1’al-
gorithme tous atomes DDSP avec un accord de 93%.

L’analyse des monomeéres a ’aide de CUTABI nous a permis de réaliser une carte a deux
dimensions de la densité de probabilité du nombre de résidus en hélices en fonction du nombre
de résidus en feuillets S montrant deux groupes principaux de conformations ou états. Un
premier état a été identifié ou les monomeéres ne sont constitués que de feuillets 5, représentant
environ 40% des conformations du WT, A30P et E46K et seulement 25% des conformations de
A53T. Le second état contient des monomeéres constitués d’'un mélange d’hélices et de feuillets
B . Nous avons mis en avant le fait que les caractéristiques globales de la protéine, telle que la
distribution de probabilité du rayon de giration, est insuffisante pour caractériser les différences
entre le WT et les mutants mais que 1'analyse des hélices et des feuillets 5 permet d’établir des

comportements variants entre les différentes protéines.
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Missense Mutations Modify the
Conformational Ensemble of the
a-Synuclein Monomer Which Exhibits
a Two-Phase Characteristic

Adrien Guzzo', Patrice Delarue’, Ana Rojas?, Adrien Nicolai’, Gia G. Maisuradze® and
Patrick Senet’3*

"Laboratoire Interdisciplinaire Carnot de Bourgogne, UMR 6303 CNRS-Université de Bourgogne Franche-Comté, Djjon, France,
QSchrédfnger, Inc., New York, NY, United States, Baker Laboratory of Chemistry and Chemical Biology, Cornell University,
Ithaca, NY, United States

a-Synuclein is an intrinsically disordered protein occurring in different conformations and prone
to aggregate in f-sheet structures, which are the hallmark of the Parkinson disease. Missense
mutations are associated with familial forms of this neuropathy. How these single amino-acid
substitutions modify the conformations of wild-type a-synuclein is unclear. Here, using coarse-
grained molecular dynamics simulations, we sampled the conformational space of the wild type
and mutants (AS0P, A53P, and E46K) of a-synuclein monomers for an effective time scale of
29.7 ms. To characterize the structures, we developed an algorithm, CUTABI (CUrvature and
Torsion based of Alpha-helix and Beta-sheet Identification), to identify residues in the a-helix and
B-sheet from C*-coordinates. CUTABI was built from the results of the analysis of 14,652
selected protein structures using the Dictionary of Secondary Structure of Proteins (DSSP)
algorithm. DSSP results are reproduced with 93% of success for 10 times lower computational
cost. A two-dimensional probability density map of a-synuclein as a function of the number of
residues in the a-helix and f-sheet is computed for wild-type and mutated proteins from
molecular dynamics trajectories. The density of conformational states reveals a two-phase
characteristic with a homogeneous phase (state B, f-sheets) and a heterogeneous phase (state
HB, mixture of a-helices and -sheets). The B state represents 40% of the conformations for the
wild-type, A30P, and E46K and only 25% for AS3T. The density of conformational states of the
B state for AS3T and A30P mutants differs from the wild-type one. In addition, the mutant AS3T
has a larger propensity to form helices than the others. These findings indicate that the
equilibrium between the different conformations of the a-synuclein monomer is modified by the
missense mutations in a subtle way. The a-helix and -sheet contents are promising order
parameters for intrinsically disordered proteins, whereas other structural properties such as
average gyration radius, Ry, or probability distribution of R, cannot discriminate significantly the
conformational ensembles of the wild type and mutants. When separated in states B and HB,
the distributions of R, are more significantly different, indicating that global structural parameters
alone are insufficient to characterize the conformational ensembles of the a-synuclein
monomer.

Keywords: a-synuclein, amyloid, Parkinson disease, molecular dynamics, dictionary of secondary structure of
proteins, CUrvature and Torsion based of Alpha-helix and Beta-sheet Identification, PSEA
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1 INTRODUCTION

a-helices and B-sheets are the two main secondary structures
stabilized by backbone hydrogen bonds in proteins. The
propensity of each residue to form an a-helix or a -sheet
depends on the amino-acid sequence and on the fold (Chou
and Fasman, 1974; Smith et al., 1994; Pace and Scholtz, 1998;
Bhattacharjee and Biswas, 2010). The formation of long
B-sheets differs significantly from a-helices as the former
necessarily involves long-distance contacts in the sequence
and depends on the mean curvature of the fold (Koh et al,,
2006; Bhattacharjee and Biswas, 2010). The content of these
two secondary structure elements is a criterion for
classification  of  protein structures  and
characterization of protein folding kinetics and pathways
(Konagurthu et al, 2020). In intrinsically disordered
proteins (IDPs) (Wright and Dyson, 1999; Uversky et al,
2000; Uversky, 2019; Deiana et al., 2019), a-helices and
B-sheets are metastable secondary structures. As for folded
proteins, a natural extension of protein classification of IDP
can be based on the content of these two secondary structural
elements in a statistical sense. As an IDP has no native state,
the relative content of a-helices (a) and of B-sheets (f8)
possibly defines a fingerprint of each conformational state
in a two-dimensional («, §) propensity map (Ullman et al.,
2011). Here, we aim to build such an (a, ) effective free-
energy map for a-synuclein (a-syn), wild-type (WT), and
A30P, A53T, and E46K mutants from first principles by
using coarse-grained molecular dynamics (MD) simulations
with the UNRES (UNited RESidue) force field (Liwo et al.,
2001; Maisuradze et al., 2010).

a-syn is a 140 amino-acid protein abundant in the brain
(Jakes et al., 1994; Mollenhauer et al., 2008). It plays a central
role in the onset of the Parkinson disease (PD) and other
neurological disorders, named synucleopathies (Soto, 2003;
Chiti and Dobson, 2006; Stefanis, 2012; Chiti and Dobson,
2017; Tanudjojo et al., 2021). In these diseases, a-syn is found
in high concentration, as filaments, in spherical inclusions
(Lewy bodies) located in the neuron cytoplasm (Spillantini
et al., 1997; Breydo et al., 2012; Lashuel, 2020; Trinkaus et al.,
2021). Familial cases of PD are induced either by an
overexpression of WT a-syn due to a-syn gene triplication
or by pathogenic mutations in a-syn gene corresponding to
single amino-acid substitution, namely, H50Q, G51D, A53E,
A30P, A53T, and E46K (Polymeropoulos et al., 1997; Kriiger
et al., 1998; Zarranz et al., 2004; Fuchs et al., 2008; Appel-
Cresswell et al., 2013; Pasanen et al., 2014; Petrucci et al,
2016). These inherited forms of PD have phenotypes that are
similar to the sporadic PD, but patients with the A53T mutant
exhibit an early onset of PD (Petrucci et al., 2016). The role of
a-syn in PD development and the mechanisms of its
aggregation and of the aggregate propagation are still
debatable (Henrich et al., 2020; Sang et al., 2021) and
involve a-syn-lipid interactions (Galvagnion et al., 2015;
Suzuki et al., 2018; Antonschmidt et al., 2021), a liquid-
liquid phase transition (Ray et al., 2020), and a secondary
nucleation and fibril fragmentation (Cremades et al., 2012;

native

Cascella et al., 2021; Kumari et al., 2021). Moreover, a-syn
aggregation might disregulate the mitochondrial function,
and increasing the level of free radicals and alterations in
this pathway may be involved in the pathogenesis of PD (Hsu
et al., 2000; Devi et al., 2008).

From a structural point of view, a-syn is a chameleon
protein (Ullman et al, 2011; Mor et al., 2016): it is
disordered (IDP) in solution wunder physiological
conditions, in equilibrium with a minor a-helical
tetrameric form in the cytoplasm (Bartels et al, 2011;
Wang et al,, 2011) and a-helical when bounded to a cell
membrane (Fusco et al., 2018). When incubated under
physiological conditions in vitro, a-syn aggregates into
fibrils with polymorphic cross-$-sheet conformations, in
which a core of B-strands is aligned perpendicular to the
fibril axis forming extended regular f-sheets with different
arrangements (Tuttle et al., 2016; Guerrero-Ferreira et al,,
2019; Guerrero-Ferreira et al., 2020). In addition to cylindrical
fibrils, ribbon aggregates have been also observed (Bousset
et al,, 2013). The different polymorphs characterized in vitro
are believed to mimic the a-syn filament structures in
synucleopathies.

Three main regions were identified in the primary sequence
of a-syn regarding their role in a-syn conformational
dynamics and aggregation. The N-terminal region (residues
1-60) contains a number of imperfect repeats, with the
consensus motif KTKEGV, strongly similar to that found
in the amphipathic helices and responsible for membrane
binding (Perrin et al., 2000). High-resolution NMR structures
revealed a broken helix featuring two curved a-helices of
a-syn (residues 2—37 and 45—92) bound to micelles
(Ulmer et al., 2005), whereas electron paramagnetic
resonance characterizations feature an extended helix for
a-syn bound to a lipid membrane (first 97 residues)
(Cheng et al, 2013). In solution, exposure of this
N-terminal region to solvents is correlated to aggregation
propensity (Stephens et al., 2020). The central hydrophobic
region of a-syn (residues 61—95), called NAC (non-amyloid
component), contains a hydrophobic stretch of 12 residues
71IVTGVTAVAQKTVS82 necessary for the aggregation
(Giasson et al., 2001). Fibrils of the NAC region are also
found in plaques of Alzheimer’s disease (Uéda et al., 1993).
The flexible acidic C-terminal region regulates fibril
formation in vitro seeding experiments (Murray et al,
2003) and plays a role in the secondary nucleation process
of amyloids via electrostatic interactions with the lysine-rich
N-tail (Kumari et al, 2021). Transient, long-range
interactions between the negatively charged C-terminus
(residues 120—140) with the positively charged N-terminus
and NAC (residues 30—100) were observed by paramagnetic
relaxation enhancement (PRE) for WT a-syn (Dedmon et al.,
2005). It is hypothesized that these transient interactions are
responsible for the larger compactness of a-syn compared to a
disordered chain (Dedmon et al., 2005). Structures with long-
range contacts between the N-terminal and C-terminal
represent about 14% of the conformational ensemble, and
in a significant fraction of these structures, residues 68—78
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(NAC) are exposed to a solvent, in contrast to the hypothesis
that such long-range transient interactions prevent
aggregation (Ullman et al., 2011).

Mutations affect the arrangement and growth of the fibrils
in vitro (Guerrero-Ferreira et al., 2020). Compared to WT, A53T
and E46K mutations aggregate faster, whereas A30P aggregates
more slowly than WT (Tosatto et al., 2015; Stephens et al., 2020).
In addition, WT, A53T, E46K, and A30P differ in the formation
of the different early oligomeric moieties (Tosatto et al., 2015).
The mutants A30P and A53T show a greater propensity to form
non-fibrillar aggregates than WT (Li et al, 2002), and A53T
promotes seeded aggregation in human neurons (Tanudjojo et al,
2021). The rate of lipid-induced aggregation and secondary
nucleation have been found to differ by multiple orders of
magnitude depending on which missense mutation is involved
(Flagmeier et al., 2016). NMR studies have shown an increase
flexibility of a-syn in nanosecond-microsecond time scales and a
reduction of contacts between C- and N-terminals in mutants
(Bertoncini et al., 2005). All single amino-acid substitutions have
thus both a kinetic and structural effect on the formation of
oligomeric structures. The purpose of the present theoretical
study is the characterization of the differences between the
conformational ensembles of monomeric WT and mutants,
which may contribute to our understanding of the early steps
of the aggregation process in solution.

The majority of monomeric WT a-syn conformations have no
secondary structures (Ullman et al., 2011). The average helical
and f-strand contents of WT a-syn deduced from restrained MD
of a-syn fragments and NMR data are about 3 and 11%,
respectively (Ullman et al., 2011). The maximum fraction of
residues with helical and f3-sheet secondary structures was found
to be 20% (28 residues) and 28% (39 residues), respectively
(Ullman et al., 2011). Little is known on how the missense
mutations modify the propensity of a-syn to form secondary
structures. As the a-helical/f-sheet equilibrium is central to the
folding polymorphism of a-syn, we decided to characterize the
propensities of these two secondary structures in WT, A30P,
A53T, and E46K monomers using MD.

Because the huge conformational space of @-syn is out of range
for all-atom MD simulations in the explicit solvent, we applied
coarse-grained UNRES MD (Maisuradze et al., 2010) to sample
the structures of WT and the most studied A30P, A53T, and
E46K monomers. The effective time scale of UNRES is 3 orders of
magnitude larger than the all-atom time scale (Khalili et al,
2005). To ensure the convergence of the conformational sampling
of the monomeric states, we applied replica exchange MD (see the
Material and Methods section). The total effective time scale of
the present simulations is 29.7 ms (72 replicas of 412 us each) for
each protein studied. One of the gold standards to quantify the
secondary structure elements of a protein from its structure is the
Dictionary of Secondary Structure of Proteins (DSSP) (Kabsch
and Sander, 1983; Touw et al, 2015) algorithm based on a
simplified model of hydrogen bonds. Application of DSSP to
coarse-grained structures simulated by UNRES requires to build a
compatible all-atom structure from the C* coordinates of the
UNRES model using reconstruction programs (Feig et al., 2004;
Rotkiewicz and Skolnick, 2008). To avoid the high computational

cost of all-atom reconstructions from coarse-grained coordinates,
we developed here an algorithm which assigns an a-helix or a
B-sheet secondary structure to each residue based on the C*-C*
distances and on the coarse-grained angles formed by C*-C*
pseudobonds, which correspond to the local curvature and
torsion of the protein main chain (Grassein et al., 2020). The
accuracy of the present algorithm, named CUTABI (CUrvature
and Torsion based of Alpha helix and Beta-sheet Identification),
to quantify the 3-sheet content of proteins is improved compared
to an existing algorithm based on C* coordinates [P-SEA (Labesse
et al., 1997)] and is comparable to the accuracy of DSSP (see the
Material and Methods section). For each structure of the
conformational ensemble of WT and mutants monomers, the
number of residues in a-helix or in 3-sheet was computed with
CUTABI. The probability density of this two-dimensional
descriptor was computed by using the conformations at 300
and 310 K. Analysis of these maps and of the conformational
ensembles of the WT protein and mutants revealed subtle effects
of the single amino-acid substitutions which are possibly related
to the differences observed in oligomerization between WT and
mutants (see the Results and Discussion section).

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Coarse-Grained Molecular Dynamics

Simulations

Detailed descriptions of the UNRES force field and its
parameterization are available in the reference (Liwo et al.,
2019) and at http://www.unres.pl. Therefore, it will be only
briefly outlined here. In the UNRES force field, a polypeptide
chain is represented as a sequence of C* atoms with united
peptide groups located halfway of the virtual C*-C* bonds and
united side chains (SCs) attached to the C* atoms. The force field
has been derived as the potential of mean force (PMF) of a system
of polypeptide chain(s) in the solvent, where all degrees of
freedom except the coordinates of the C* atoms and SC
centers have been averaged out. The effective energy function
contains local and site-site interactions as well as multibody
terms, which have been obtained by decomposing the PMF into
factors corresponding to clusters of interactions within and
between coarse-grained sites (Liwo et al, 2001). The SC-SC
interaction potentials implicitly include the contribution from
solvation (Liwo et al., 2001; Maisuradze et al., 2010). The force
field was calibrated to reproduce the structure and
thermodynamics of small model proteins and applied with
success to simulate protein folding (Maisuradze et al., 2010;
Zhou et al, 2014; Sieradzan et al, 2021) and large-scale
conformational dynamics (Gola$ et al., 2012).

All structures of a-syn (WT and mutants) were extracted from
replica exchange MD trajectories generated with the UNRES
force field. A total of 72 trajectories were computed for each
protein: 32 trajectories at 300 K and 8 trajectories at each of the
following temperatures, 310 K, 323 K, 337K, 353K, and 370 K.
Each trajectory was started with two fully unfolded monomers
separated by a distance of 25 A. The Cartesian coordinates of C*
and SC beads were saved every 1,000 integration steps. The
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integration time step in UNRES is 4.9 fs, corresponding to an
effective actual time step of about 4.9 ps. Due to the implicit
integration of fast motions, the time scale of UNRES compared to
the experimental time scale is indeed accelerated by a factor of
1,000 (Khalili et al., 2005). For each trajectory, the first 4 million
steps were discarded. After this relaxation period, 8 consecutive
runs of 10 million steps were used for the analysis of each
trajectory. Convergence of the conformational ensemble
simulated for each protein was monitored by the probability
densities of intra-chain and inter-chain contacts and of the radius
of gyration. For each trajectory, the convergence was achieved for
the last 3 runs of 10 million steps, i.e., for a statistics of 30 million
steps (an effective time scale of 147 microseconds) out of 84
million steps (an effective time scale of 412 microseconds). Only
structures at 300 and 310 K are reported here as they are close to
the physiological temperature. The structures were saved every
1,000 integration steps, leading to about 1 million of converged
conformations analyzed for each protein combining the results at
300 and 310 K.

Since the simulations are performed on two monomers, both
isolated non-interacting monomer conformations and aggregated
monomers were observed in the converged MD trajectories. The
analysis and description of the dimeric conformations are out of
the scope of the present paper, which is dedicated to isolated
monomers, and they will be described elsewhere. The monomeric
structures studied in the present work were extracted from the
converged replica exchange MD trajectories if they obey the
following condition: no residues at a distance smaller than
20 A from the other monomer. The fraction of monomers out
of all the conformers simulated at 300 and 310 K is 55% for WT,
65% for A30P, 50% for A53T, and 48% for E46K. The monomeric
state is finally described here by about 1 million of structures of
the converged production part of the MD trajectories at 300 and
310K, representing a sampling on an effective time scale of
4.9 ms.

2.2 Curvature and Torsion Based of a-Helix
and p-Sheet Identification: An Algorithm for
Secondary Structure Determination Based

on C* Coordinates

Secondary structure elements (SSEs) are important descriptors of
the native state of proteins (Konagurthu et al., 2020) and of the
conformational ensemble of IDP, as shown in the next section for
a-syn. The main local structures stabilized by backbone hydrogen
bonds are helices (a-, 3;p-, and n-helices) and f-sheets.
Deviations from the canonical definitions of these secondary
structures based on Ramanchandran angles are common in
the Protein Data Bank. Therefore, a practical and widely used
method to assign an SSE to a residue is to apply the DSSP
algorithm which is based on the calculation of a simplified energy
function describing backbone hydrogen bonds (Kabsch and
Sander, 1983). Application of DSSP to a protein structure
requires the knowledge of the Cartesian coordinates of all
backbone atoms. For structures simulated by coarse-grained
force fields, like UNRES, only a subset of these coordinates is
known, those of the C* atoms. Assignment of the SSE based on C*

coordinates can be performed using DSSP but at the extra
computational cost of the reconstruction of an all-atom
representation of the coarse-grained structure using software
like MMTSB (Feig et al., 2004) or PULCHRA (Rotkiewicz and
Skolnick, 2008). Alternatively, the SSE can be defined from the C*
coordinates only [P-SEA algorithm (Labesse et al., 1997)]. Here,
we have chosen the second faster option and have developed the
algorithm CUTABI by analyzing 14,652 experimental structures
with less than 40% of sequence identity extracted from the
ASTRAL database (Fox et al., 2014; Chandonia et al., 2019).
The parameters of CUTABI were adjusted to reproduce the DSSP
assignment of helices and -sheets for the ASTRAL database. The
agreement between CUTABI and DSSP is 93% for the structures
in the database with 10 times (DSSP + PULCHRA) to 30 times
(DSSP + MMTSB) less computational cost.

2.2.1 Parameters of Curvature and Torsion Based of

a-Helix and p-Sheet Identification

Assuming a constant virtual bond length between C* atoms of
successive residues, a chain of N amino acids is fully characterized
by N — 3 torsion angles y,,, built from the positions of C;_,, Cy,
Chi1and Cpy,, with n =2 to N—2; and N — 2 bond angles 6,,, built
from C;_;, C;, and Cj;,, with n = 2 to N — 1. These angles have
clear geometrical meanings: they are respectively the discrete
version of the local curvature (6,)) and the local torsion (y,,) of the
chain formed by the successive C* — C” virtual bonds (Grassein
et al., 2020). From a mathematical point of view, the local
curvature and torsion fully describe the structure of a string
and form a complete set of local order parameters for protein
folding (Grassein et al., 2020). For proteins, the curvature has a
limited range with 6 varying between 80° and 160°, whereas y can
take nearly any value between -180° and +180°. The SSEs
correspond statistically to specific areas in the coarse-grained
(y, 6) maps. Supplementary Figure S1 shows the distribution of
(p, 0) angles computed by the DSSP algorithm for the 14,652
experimental structures extracted from the ASTRAL database for
helix (H + G + I) and -sheet (E) (in brackets the one-letter SSE
codes in DSSP). The areas corresponding to helix and f-sheet
identified by DSSP in the (y, 8) map are nicely reproduced by the
CUTABI algorithm, as shown in Supplementary Figure S1,
using an identification of the SSE based on the coordinates of
the C* atoms as follows.

In CUTABI, the minimal size of a helix is set to 4 residues.
Helices with less than 3 residues, such as short 3, helices, are
thus not counted. Because helices involve short-range
interactions along the amino-acid sequence, the local
curvature 6 and torsion y parameters are sufficient to
characterize this SSE. To decide if a set of four residues k,
k+ 1,k +2,and k + 3 pertains to a helix, a combination of the
coarse-grained angles formed by residues (C* atoms) k— 1, k, k +
1,k +2,k+3,and k + 4 is considered, as shown in Figure 1.
Residues k, k + 1, k + 2, and k + 3 pertain to a helix if the angles
Ok> Ok+1> Ok+2> and Oy, 3 belong to an interval between 80 and 105°
and the angles yx,; and y,, belong to an interval between 30°
and 80°. A window of 4 residues is slid along the sequence to
evaluate the residues pertaining to a helix in each a-syn
conformation.
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distances between residues involved in their definitions.

FIGURE 1 | Parameters defining residues pertaining to a helix and to a parallel or to an anti-parallel B-sheet in CUTABI (see text). The spheres represent the
positions of C* atoms of the residues. Orange and dark-blue arrows show the 6 and y angles involved, respectively. For S-sheets, red and light-blue arrows point out the

i-2
ei-1

In CUTARBI, the minimal size of a 3-strand is set to 2 residues,
i.e., a f-sheet cannot be smaller than 4 residues. The -strands of 1
residue forming f-bridges (B code in DSSP) are thus not
considered. To define parallel and anti-parallel f-sheets
(Figure 1), both local curvature and torsion parameters as
well as distances between the two f-strands forming the sheet
are necessary. If the four residues k, k + 1, i, and i + 1 pertain to a
parallel B-sheet (Figure 1), then the angles 6y, 6x,1, 0; and 0,4,
must be between 100° and 155° and the angles y, and y; must be
smaller than —80° or larger than 80°. In addition, the distances
between kand i and k + 1 and i + 1 (Figure 1, red arrows) must be
smaller than 5.5 A, and the distance between k + 1 and i + 2
(Figure 1, light blue arrows) must be smaller than 6.8 A. Similar
conditions must be met for the anti-parallel 3-sheet, as shown in
Figure 1.

2.2.2 Performance of Curvature and Torsion Based of
a-Helix and -Sheet Identification Compared to
Dictionary of Secondary Structure of Proteins and
P-SEA

The SSEs computed with the parameters defined in Figure 1 were
compared to the SSEs calculated with DSSP (based on all-atom
coordinates) (Kabsch and Sander, 1983) and P-SEA (based on C*
coordinates only) (Labesse et al., 1997). Figure 2 shows the
percentage of difference, i.e., the number of residues having an
SSE different in the coarse-grained algorithms P-SEA and
CUTABI compared to DSSP, divided by the sequence length.
For helices, as shown in Figure 2 (left panel), 96% of structures
(5,550 + 8,585 = 14,235 structures) do not have more than 15% of
residues with an SSE different in CUTABI and in DSSP. The
results of P-SEA are similar. Considering DSSP as a gold
standard, the CUTABI accuracy is improved compared with
P-SEA on the evaluation of residues in the S-sheet. As shown
in Figure 2 (right panel), 5,739 structures examined (40% of the
database) have less than 5% of residues pertaining to an SSE

different in CUTABI compared to DSSP. This number is only
3,084 (20% of the database) in P-SEA. In total, assignments of SSE
by CUTABI and DSSP agree for 84% of the structures studied
(5,739 + 6,628 = 12,367 structures) with a difference compared to
DSSP of maximum 15% of the sequence length. The average of
the percentage of agreement over all the structures of the database
(14,652) for all SSEs between CUTABI and DSSP is 93% for a
computational time at least 10 times smaller.

As shown in Figure 2, one observes a large difference of
secondary structure assignments between CUTABI and DSSP for
a very small number of proteins. Most structures in this category
were measured by X-ray diffraction but with a low resolution
(>3A). In addition, as hydrogen atom positions are not detected
in the X-ray (except for ultra-high resolution), the application of
DSSP to these structures may be less accurate as DSSP is based on
the calculation of hydrogen bond energy. To illustrate the precise
origin of this finding, we examined the structures and selected
two representative structures with 35% of difference in SSE: one
for the helix (Figure 3, left blue panel) and another for the -sheet
(Figure 3, right red panel).

Figure 3 (left panel) represents the fragment (from residue 19
to 98) of a calcium-gated potasium channel (PDB ID: 1lnq and
ASTRAL ID: d1lnga2). In this example, CUTABI detects a much
larger number of residues in the helix than DSSP. However, the
3D representation shows that although these extra residues
missed by DSSP are not in a canonical helix, the overall shape
of the main chain is indeed helical.

Figure 3 (right panel) represents the fragment (from residue 1
to 90) of a glycosyltrehalose trehalohydrolase (PDB ID: 1eh9 and
ASTRAL ID: dleh9al). The number of residues in the S-sheet is
much larger in CUTABI than in DSSP. As in the case of the helix,
the 3D representation indicates that the additional residues in the
B-sheet in CUTABI are part of a main chain segment with the
overall shape of the 3-sheet, although not canonical, due probably
to the low experimental resolution.
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FIGURE 2 | Comparison between the identification of residues pertaining to the helix and to f-sheet between the all-atom DSSP algorithm and coarse-grained
CUTABI and P-SEA algorithms. Each bar of the histograms represents the number of structures of the ASTRAL database as a function of a range of percentages of the
difference between CUTABI (green and orange) and DSSP and between P-SEA (yellow) and DSSP. For each protein, the percentage is calculated as the number of
residues having a different secondary structure in the coarse-grained algorithms and DSSP, divided by the protein sequence length.
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FIGURE 3 | Representative structures with a large discrepancy between the SSE assignment by DSSP and CUTABI for the helix (left, ASTRAL ID: d1Inga2) and for

the B-sheet (right, ASTRAL ID: d1eh9at). In the left (right) panel, each blue (red) bar represents a residue pertaining to the helix (to the -sheet). The 3D main chain is
represented with a blue (red) tube for residues pertaining to the helix (to the p-sheet) for CUTABI and with a blue (red) cartoon for DSSP. Residues not in the helix or in the
B-sheet are in gray. The 3D representations were made with the PyMOL software (Schrodinger, 2015).
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FIGURE 4 | Probability density of the number of residues in the a-helix and p-sheet for WT and mutants of a-syn. The probability density of state B (no helix) is
represented by a function (gray) (right vertical axis), and the probability density of state HB is represented by a two-dimensional map (right color bar).

3 RESULTS

3.1 a-Helix and p-Sheet Propensities of
a-syn Divide the Conformations Into Two

Distinct States

The algorithm CUTABI was applied to the a-syn conformations
to compute the number of residues in the a-helix («) and f-sheet
(B) of each structure for WT and mutants. Each conformation has
(@, B) coordinates. The resulting probability densities in the (a, )
space are represented in Figure 4. In these maps, only the residues
from the N-terminal and NAC regions were considered for the
calculations [as can be seen in the next section (Figure 8), the
C-terminal region does not contribute to SSE differences between
WT and mutants].

A major observation is that the conformations are divided into
two distinct states for the N-terminal + NAC region: an ensemble
of conformations with no residue in the helix (state B) and the
rest of conformations (state HB). The highest probability of
observing a conformation in state B is an order of magnitude

larger than that of state HB, as can be seen by comparing (the
scale of) two-dimensional and one-dimensional plots in Figure 4.
In addition, Figure 4 reveals clear differences between WT and
mutants.

First, we discuss the global differences between states B of WT
and mutants (one-dimensional functions in Figure 4). The
maximum of the distributions is at 50, 54, 53, and 40 for WT,
A30P, A53T, and E46K, respectively. The distribution is sharper
for A30P, which has the largest number of conformations with
the largest number of residues (between 60 and 70) in the 3-sheet.
Clearly, A53T has the lowest number of conformations in state B.
This is even better seen in Figure 5, showing the fraction of
conformations within a free-energy difference cutoff from the
global minimum of state B for each protein. With P, being the
maximum of probability at (0, 8) (in the B state) and P being the
probability at («, 8) (« >0, in the B or HB states), the free-energy
cutoff is computed as ~In® =) in kT units, where k is the
Boltzmann constant and T is the temperature. Within 1KkT,
there is 32% of the conformations found for WT, E46K, and
A30P and only 20% for A53T, as shown in Figure 5.
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FIGURE 5 | Cumulative fraction of the total number of conformations
simulated as a function of a free-energy cutoff (in kT units) from the global
minimum of the B state (see text) represented in Figure 4. Curves are for WT
(black), A30P (purple), E46K (turquoise), and A53T (orange).

The results illustrated in Figure 5 emphasize the two-state
behavior. For A30P, there is even a third state below 1 kT. By
definition, the derivative of the curves represented in Figure 5
represents the Density Of conformations or micro-States (DOS).
The nearly linear behavior of the curves for WT and E46K up to
2 kT means a rather constant DOS corresponding to state B (one-
dimensional probability densities in Figure 4). The change of
slope at 2 KT for these proteins points up the separation between
the states, i.e., the onset of state HB, i.e., a state with a mixture of
a-helices and f-sheets. State B represents thus 40% of the
conformations for WT and E46K. Between 2KkT and about
3 KT, the curves for WT and E46K in Figure 5 are linear with
a slope larger than that in the B state, which corresponds to a
larger DOS in state HB. Beyond 3 kT, the DOS decreases and
reaches a plateau for all proteins. For A53T, state B contains less
conformations and the onset of the state HB occurs at about
1.5 KkT. State B represents only about 25% of the conformations
for A53T. The DOS of the HB state for A53T is higher than that in
its B state, and it is also higher than the DOS of the HB state for
WT and E46K. The case of A30P is special. State B has the highest
DOS up to 1 kT, and it becomes similar to the DOS for WT and
E46K up to 2.5 kT. The third state below 1 kT is clearly visible as a
shoulder with a large proportion of conformations with 60—70
residues in the fB-sheet in the one-dimensional probability
distribution, shown in Figure 4. Finally, state B in A30P also
concerns 40% of the structures. The DOS in the HB state for A30P
is similar to the one of A53T.

Figure 5 shows that state HB encompasses about 60% of the
conformations for WT, A30P, and E46K (all conformations
beyond 2 kT for WT and E46K and beyond 2.5kT for A30P)

and 75% of the conformations for A53T (all conformations
beyond 1.5KkT). Although the DOS is relatively constant, local
maxima occur in the HB two-dimensional maps (Figure 4). The
most probable («, ) conformations occur at (7,44), (13,53),
(13,18), and (7,35) for WT, A30P, A53T, and E46K. There is a
significant difference between A53T and WT, A30P, and E46K.
For each protein, selected structures for the maximum of
probability of the B state and for the local maxima of the
probability of the HB state are represented in Figure 6. They
illustrate the expected diversity of conformations of an IDP. It is,
however, important to emphasize that each («, §) pair represents
an ensemble of conformations. It is impossible to represent the
entire diversity of these sub-ensembles. For example, for the WT
protein, the maximum of the B state at (0,50) corresponds to
19,901 structures, and the maximum of the HB state at (7,44)
corresponds to 3,569 structures. In Figure 6, the structures with a
maximum of residues in the helix or in the $-sheet are shown. The
maximum number of residues in the helix is 50 for A53T
compared to 46 for the other proteins and compared to the 82
(Ulmer et al., 2005) and 97 residues (Cheng et al., 2013) in helices
when a-syn is bound to membranes.

The average radius of gyration R, is a common global
structural parameter in polymer science, and it is interesting
to relate this property to states B and HB. For a random coil
represented by a self-avoiding walk in a good solvent (i.e., for
which interactions between monomers and solvent molecules are
energetically favorable), R, = 0.367bN", where b is the length of
the so-called statistical segment and v is a fractal exponent. In
three dimensions, we take b = 7.6 A (twice the distance between
two C%), Ry = 54 A for the size of a-syn (N = 140) (Victor et al,,
1994). The average radius of gyration R, computed from the
UNRES trajectories is 24.7, 25.1, 26.0, and 25.2 A for WT, A30P,
A53T, and E46K, respectively. Only A53T has a significantly
larger R, than WT. Other authors reported an average radius of
gyration of R, = 23 A for WT and a distribution of R, narrower
than the distribution of a random coil of a similar sequence length
(Dedmon et al., 2005; Allison et al., 2009).

The distributions of R, of the conformational ensemble
simulated with UNRES for WT and mutants are very similar
to each other, as shown in Figure 7. The peak of the probability
density is lower for A30P. When the global distribution is
divided into states B and HB, one reaches the same
conclusion for state HB (Figure 7, middle panel), but one
observes more significant differences between the proteins for
state B (Figure 7, bottom panel). For state B, the peak of A53T is
the highest and a sub-population appears clearly on the left side
of the distribution for A30P and E46K. This sub-population is
hardly visible in the global probability distribution (Figure 7, top
panel) as a shoulder. Examination of the structures
corresponding to this sub-state of the B state reveals that the
structures of A30P and E46K have a large proportion of contacts
between regions 1—20 and 96—140. The average number of
contacts of the structures with 17.9A < R, < 18.1 Ais 5.2, 14.9,
0.1, and 9.0 for WT, A30P, A53T, and E46K, respectively. The
large number of contacts between the two extremities of the
protein for A30P and E46K mutants compared to WT and A53T
explains the peak at 18 A.
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FIGURE 6 | Selected representative structures for WT and mutants extracted from the conformational sub-ensembles corresponding to the maximum fraction in
the helix (first column), the maximum fraction in the -sheet (second column), the most probable sub-state of state B (third column), and the most probable sub-state of
state HB (last column). The coordinates correspond to the position in («, §) maps of Figure 4. Orange spheres represent backbone atoms at the mutation location. The
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3.2 Secondary Structure Element
Propensities as a Function of the Position in
the Amino-Acid Sequence: Differences and
Similarities Between the Wild Type and

Mutants

As shown in Figure 8, helices are found in four main regions: two
in the C-terminal region (residues 119—125 and 127—130), one
in the NAC region (residues 75—82), and one overlapping the
N-terminal and NAC regions (residues 53—65) for both WT and
mutants. As claimed in the previous section, there are no
significant differences between the propensities of SSE for WT
and mutants in the C-terminal region. The major differences
between WT and mutants occur in the region 53—65, which has a
peak for the helix propensity at residue K58. For all mutants, the
probability to form an a-helix in this region is larger than that for
WT. For A53T, the probability of residue K58 to pertain to a helix
is more than twice higher than one for the WT protein (Py =
0.25 compared to Pus3r = 0.56). Mutation 53 occurs in the
N-terminal part of a helical region of WT, but its effect is not
trivial as the mutation could be naively expected to decrease the
helicity. Indeed, the propensity to be part of a helix is 1.45 for

alanine and 0.82 for threonine according to the empirical helix
propensity scale (Chou and Fasman, 1974). The increase of
helicity observed in the 53—65 region of the sequence upon
single mutation is clearly not a local effect. Similarly, single
amino-acid substitutions, A30P and E46K, also increase
significantly the helicity in the region of 53—65.

Compared to other proteins, another significant difference is
observed for A53T in the helical region located at residues
18—22, where the probability to form an a-helix is significantly
larger for this mutant. For example, the peak at E20
corresponds to the following probabilities: Py = 0.07, Pazop
= 0.04, Pys37 = 0.14, and Pgyei = 0.05. The significant increase
of helicity in the 18—22 and 53—65 regions explains why state
B of A53T is less populated, as shown in Figures 4, 5 and
discussed in the previous section. The presence of an a-helix in
the 18—22 region might explain why mutation A18T induces
significant modification of the a-syn polymerization (Kumar
et al., 2018). Simulations of this mutant are scheduled in the
future. For A30P, the probability to observe a helix in the NAC
region is slightly lower than for other proteins: the probabilities
at A78 are PWT = 0.37, PASOP = 0.32, PA53T = 0.40, and
Prysx = 0.38.
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FIGURE 7 | Probability density of gyration radius computed for WT and
mutants of a-syn for the complete conformational ensemble (top panel), the
ensemble of state HB (middle panel), and the ensemble of state B (bottom
panel). The color code is WT (black), A30P (purple), E46K (turquoise),

and A53T (orange). State B represents 40% of conformations for WT, A30P,
and E46K and 25% for AS3T (see text).

As shown in Figure 8, the probabilities to find residues in the
B-sheet are significantly high in the N-terminal and NAC regions
up to about residue 100 at the same locations for WT and
mutants. For WT, the maximum of the peaks observed in
Figure 8 are Ppy = 0.57, Pxyo = 0.61, P4;7 = 0.87, Py, = 0.76,
PEZS = 065, PK34 = 061, Py39 = 069, PK43 = 050, Pv49 = 04, PV55
= 069, PV63 = 064, PV70 = 032, PKSO = 041, PAg() = 058, and
Pyys = 0.35.

As shown in Figure 8, the -sheet probabilities are very similar
for WT and E46K along the sequence and differ significantly for
A30P in the region 26—80 and for A53T in the region 35—65.

The mutation A30P has a huge local impact on the probability of
residue 30 to pertain to a 3-sheet, Pyy1 430 = 0.49 and Pp;p = 0.03.
This induces an unexpected increase of the probability to occur in
the f-sheet for the neighboring residues: P = 0.85 for residues
26—29 and 32—35. Long-range effects of A30P mutation on the
propensities of other residues are observed by an increase of the
peaks at Pys39 = 0.76, Pgy3 = 0.57, Pyy = 0.42, Prys = 0.46, and
Pygs = 0.46 and by a decrease of the peaks at Pyss = 0.53 and Pyss
= 0.54, compared to WT. The decrease in -sheet propensity in
this region compared to WT agrees with their larger helical
propensity in this region for the A30P mutant (Figure 8). For
A53T, the most drastic effect of the single amino-acid
substitution occurs in the region 53—65, where the probability
to form f-sheets is significantly reduced compared to WT, Py s =
0.32 and Py,; = 0.40, in agreement with their high probabilities to
be in a helix (Figure 8). Other significant long-range effects of the
amino-acid substitution are observed at peaks Pyso = 0.55, Pryy =
0.37, and Py49 = 0.18, where the mutation A53T decreases the
probability to form a f-sheet compared to WT. Overall, two
crucial regions of the amino-acid sequence are affected by the
mutations: the region 26—35, where the A30P mutation increases
mainly the B-sheet formation, and the region 53—65, where the
A53T mutation mainly decreases the f-sheet formation.

Finally, as shown in Figure 9 for all proteins, the statistics of
B-sheet propensity of state B differs from the global statistics (B +
HB) in the region 50—100, which encompasses the two major
helical regions centered at K58 and A78 (Figure 9, top panel).
The most significant differences are observed for A53T, for which
the probability to form a f-sheet is significantly lower in the HB
state in the region 50—70, where the probability to form an helix
is very high (Figure 9).

4 DISCUSSION

The present analysis is based on a first-principle (no bias or
constraints applied) very large conformational sampling of the
WT a-syn and mutants. As in any MD simulations, the sampling
is never complete and each force-field has some bias. Next, we
compare the predictions of UNRES for WT and mutants to
available experimental data and previous theoretical studies.

To illustrate the difficulties of producing a conformational
ensemble of a-syn, we compared (see Figure 10) the helix and
B-sheet probabilities computed in four different works using
MD simulations for WT a-syn (Ullman et al., 2011; Yu et al,,
2015; Ramis et al., 2019; Coskuner and Wise-Scira, 2013).
Compared to the UNRES simulations and Ref. Ullman et al,,
2011, the calculations of Ref. Yu et al, 2015 largely
overestimate the helical properties of a-syn, whereas the
simulations of Ref. Ramis et al., 2019 largely underestimate
them. The simulations of Ref. Coskuner and Wise-Scira, 2013
also predict a larger helical propensity than the one found in
the present work (Figure 8) and in Ref. Ullman et al.,, 2011
(Figure 10). It is worth noting that the helical region nearby
residue 60 is found in the UNRES simulations (Figure 8) and
in Refs. Ullman et al., 2011; Coskuner and Wise-Scira, 2013
(Figure 10).
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FIGURE 9 | Probability of each residue to pertain to a f-sheet for WT (black), A30P (purple), E46K (turquoise), and AS3T (orange) in the B state compared to the
probability in the corresponding entire (B + HB) ensemble of conformations for each protein (gray) as a function of the residue position in the sequence.

Comparison with our predictions shown in Figure 8 indicates ~ WT a-syn tetramer in Ref. Wang et al., 2011 between residues
better agreement with Ref. Ullman et al., 2011 for the helical part, =~ 4—43 and 50—103. Larger probabilities of helical tendency were
except that UNRES predicts a larger probability to form an  found experimentally in regions 20—23 and 48—90 (Wang et al.,
a-helix at residue A78. In the present work, MD simulations ~ 2011). These findings are rather in good agreement with the
are performed for the entire protein. In contrast, the method of  transient existence of helices in the a-syn monomer, as shown in
Ref. Ullman et al, 2011 consists of a combination of MD  Figure 8 (top panel), including the peak at A78. The stability of
simulations of peptides of a-syn with sequences which overlap ~ the tetrameric form is supported by previous all-atom MD
each other and are extracted from the a-syn sequence. The  simulations showing that the stability of this helical oligomer
conformation of the protein is rebuilt by a combination of is due to a hydrophobic core formed by non-polar residues
these fragments with weights using NMR data. The formation  pertaining to the second a-helix of each chain, along with salt
of transient helical segments was observed experimentally in the ~ bridges formed by positively charged lysine residues and
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negatively charged aspartate and glutamate residues (Cote et al.,
2018).

A detailed quantitative comparison between the UNRES f3-sheet
propensities (Figure 8) and those predicted in Refs. Ullman et al,
2011; Coskuner and Wise-Scira, 2013; Yu et al., 2015; Ramis et al.,
2019 is difficult. However, we observe that there is a significant
tendency to form f3-sheet conformations over the entire sequence in
Refs. Ullman et al, 2011; Ramis et al., 2019. On the contrary,
simulations of Refs. Coskuner and Wise-Scira, 2013; Yu et al., 2015
predicted much localized and lower f3-sheet probabilities.

Although the probabilities represented in Figure 8 for intra-
molecular S-sheets of an isolated monomer cannot be simply
compared to the formation of intra-molecular contacts in fibrils,
the peaks in UNRES predictions for the f3-sheet propensities
(Figure 8) agree with the pairs of residues forming intra-
molecular contacts in protofilaments, ie., 47-79, 48—78,
92—71, 93—70, 94—69, 95—68 (PDB ID: 2n0a), and 47—79,
48—78, 92—69, 93—68 (PDB ID 6h6b). In addition, the maxima
in Figure 8 for 3-sheet propensity are located at or close to valine
residues [Py3 = 0.52, Py, = 0.46, Pyyg = 0.57, Pyyo = 0.4, Pyss =
0.69, Pygs = 0.64, Py = 0.32, Pygy = 0.31, Pyos = 0.35], which is
the most frequently found amino acid in S-sheets (Chou and
Fasman, 1974). The peak at A90 is in the hydrophobic stretch
88IAAAII. Present simulations show a significant propensity to
form a f-sheet in the region 71—83 necessary for aggregation
(Giasson et al., 2001). Except for G73, the probability is indeed
about 40% in this region (Figure 8, bottom panel). However, as
mentioned above, in the present simulations, the probability of
helical tendency at A78 is also about 40%. The results shown in
Figure 8 are thus compatible with the probability to form both
the fB-sheet and helix in the region 71—83. The helix can be
stabilized in the tetrameric oligomer (Bartels et al., 2011; Wang
et al., 2011; Cote et al., 2018).

Although the propensities along the sequence are difficult to
compare to experimental data, more global metrics can be used.
Indeed, an interesting experimental parameter is the average
content in helix and f-sheet conformations of WT a-syn in
solution. Circular dichroism (CD) data reported an average of
2 + 3% and 11 + 7% for helix and S-sheet contents, respectively
(Rekas et al., 2010). It is worth noting that the algorithms to
extract f-sheet conformations from CD spectra are not as
accurate as those for helices (Micsonai et al., 2015) and, as
shown for a-syn, the CD spectrum is also dependent on the
buffer and concentration (Araki et al., 2016). Other experimental
values extracted from CD for the SSE content of WT monomers
were reported: < 2% for the helix and 30% for 3-sheet contents in
Ref. Weinreb et al., 1996 and 3 + 1% for the helix and 23 + 8% for
f-sheet fractions in Ref. Davidson et al, 1998. In their
construction of the WT conformational ensemble based on
MD simulations of a-syn fragments using the CHARMM
force field constrained by NMR data, Ullman et al. reported
the values 2% for the helix and 11% for -sheet fractions (Ullman
etal,, 2011) (orange curve in Figure 10). In the present work, the
global proportions of residues in the helix and f3-sheet computed
from the complete converged conformational WT ensemble are
10 and 31%, respectively. There are about 3 times more residues
in the 3-sheet than in the helix, a ratio which is in agreement with
the one estimated from CD in Ref. Rekas et al, 2010.
Interestingly, the theoretical values reported by coarse-grained
simulations of WT a-syn with a different force field (red curve in
Figure 10) are 20 + 4% and 26.8 + 6.8% for helix and S-sheet
fractions, respectively (Ramis et al, 2019). In the present
simulations, one notes that half of the helix fraction arises
from the short helices located in the C-terminal region. The
helix fraction without the C-terminal region is only 5% here. The
fractions of the helix and f-sheet are on the same order of
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magnitude for the mutants and WT: A30P (helix = 10%, -sheet =
34%), A53T (helix = 13%, 3-sheet = 26%), and E46K (helix = 10%,
B-sheet = 29%). Again, A53T shows a larger deviation compared
to WT in agreement with a less populated B state (Figures 4 and
5). Most likely, the present force field overestimates the formation
of SSE but predicts the correct equilibrium between the two
main SSEs.

Another global structural parameter is R,. The average radius of
gyration R, measured by small-angle X-ray scattering for WT a-syn
in solution depends on the protein concentration, the presence of
dimers or trimers, buffer type, pH, acetylation, and the source of
proteins (Araki et al, 2016). For recombinant a-syn in 10 mM
ammonium acetate pH 7.4, R, = 27.2 + 044 A extrapolated at
infinite dilution, which is comparable to the average computed value
(Rg =247 A, Figure 7). Addition of HCI and/or NaCl increases R,
significantly to 33—40 A (Li et al,, 2002; Allison et al,, 2009; Araki
etal,, 2016), but these effects cannot be tested with the present model.
It is interesting to note that R, for dimers in the present simulations
are about 10 A larger than that of monomers, as will be discussed
elsewhere. Therefore, any mixture of monomers and dimers
increases the effective radius of gyration of the solution.

The effects of the missense mutations on the structural
properties can be summarized as follows: for the SSE tendency
(Figure 8), the most significant effects of the single mutations are
for A30P and A53T. Residue P30 has a huge effect on neighboring
residues for the formation of the f3-sheet. Residue T53 has a great
influence on the helical region centered at K58. For the B state,
structures with low R, (around 18 A) are more compact for A30P
and E46K due to the large average number of contacts between
the residues 1—20 and 96—140. For the entire ensemble of
conformations, the average number of contacts between these
two regions is rather similar for WT (1.84), A30P (2.12), and
E46K (1.61) but significantly less for A53T (0.75). The mutant
A53T is thus expected to be more flexible and less compact as
shown by its larger R,. The analysis is slightly different if the
average number of contacts is computed between the entire
N-terminal (1—60) and C-terminal (96—140) regions for
which the average number of contacts is 4.54 (WT), 4.22
(A30P), 2.71 (E46K), and 2.61 (A53T). One finds that both
E46K and A53T are much more flexible than WT. NMR
studies of mutants A30P and A53T showed a reduction of
contacts between C- and N-terminals for both mutants
compared to WT (Bertoncini et al., 2005). The present MD
results fully agree with these data for A53T.

A major finding in the present work is that an isolated
a-synuclein in solution occurs in two phases, which are clearly
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Chapitre 4

Résultats : Etude globale des dimeéres

d’a-synucléine

Le second article issu de cette thése et soumis pour publication dans Frontiers in molecular
biology, "Wild-type a-synuclein and variants occur in different disordered dimers and pre-
fibrillar conformations in early stage of aggregation", traite de I'analyse des diméres présents
dans notre ensemble de structures. Nous avons pu mettre en évidence la présence de dimeéres
réalisant des CTF appelés diméres type fibrilles (DTF). Ces diméres ne représentent que 9 a
15% des conformations de diméres présents dans notre ensemble, le reste étant désordonné.
Deux régions principales d’agrégation ont été identifiées sur les segments 36-55 et 66-95. La
formation de dimeéres a grandement déstabilisé la formation d’hélices et de feuillets 5 au sein de
chaque monomeére comparé a leur comportement seul présenté dans la précédente publication.
La formation de CTF se produit majoritairement dans le Nterm pour A53T et E46K tandis que
le WT et A30P favorisent plutot la fin du NAC. Ces résultats se corrélent fortement avec une
des études réalisées par AFM. Les DTF peuvent étre reliés aux oligoméres toxiques de type B
observés par FRET. Les diméres présentent un bien plus grand nombre de feuillets S paralléles
que les monoméres et notamment les DTF. Ce résultat s’accorde avec les observations de
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier. Enfin ’étude de la distribution du rayon
de giration des diméres a permis de montrer une grande hétérogénéité de conformations avec

plusieurs pics et notamment une sous population plus compacte pour A30P.
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ABSTRACT

a-synuclein is a 140 amino-acid intrinsically disordered protein mainly found in the brain. Toxic
a-synuclein aggregates are the molecular hallmarks of the Parkinson disease. In vitro studies
showed that a-synuclein aggregates in oligomeric structures of several tenth of monomers and
into cylindrical structures (fibrils), comprising hundred to thousands proteins, with polymorphic
cross-/-sheet conformations. Oligomeric species, formed at the early stage of aggregation
remain, however, poorly understood and are hypothezised to be the most toxic aggregates.
Here, we studied the formation of wild-type (WT) and mutants (A30P, A53T, and E46K) dimers of
a-synuclein using coarse-grained molecular dynamics. We identified two principal segments of
the sequence with an higher propensity to aggregate in the early stage of dimerization: residues
36-55 and residues 66-95. The transient a-helices (residues 53-65 and 73-82) of a-synuclein
monomers are destabilized by A53T and E46K mutations which favors the formation of fibril
native contacts in the N-terminal region, whereas the helix 53-65 prevents the propagation of fibril
native contacts along the sequence for the WT in the early stages of dimerization. The present
results indicate that dimers do not adopt the Greek-key motif of the monomer fold in fibrils but
form a majority of disordered aggregates and a minority (9-15 %) of pre-fibrillar dimers both with
intra-molecular and inter-molecular 5-sheets. The percentage of residues in parallel 5-sheets is
by increasing order monomer < disordered dimers < pre-fibrillar dimers. Native fibril contacts
between the two monomers are present in the NAC domain for WT, A30P and A53T and in the
N-domain for A53T and E46K. Structural properties of pre-fibrillar dimers agree with rupture-force
Atomic Force Microscopy and single-molecule Forster Resonance Energy Transfer available data.
This suggests that the pre-fibrillar dimers might correspond to the smallest type B toxic oligomers.
The probability density of the dimer gyration radius is multi-peaks with an average radius which is
10 A larger than the one of the monomers for all proteins. Present results indicate that even the
elementary a-synuclein aggregation step, the dimerization, is a complicated phenomena which
does not only involved the NAC region.
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1 INTRODUCTION

a-synuclein (a-syn) is a soluble 140 amino-acid intrinsically disordered protein (IDP)[1] abundant in the
brain[2, 3] the function of which remains unclear. Abnormal aggregation of a-syn is central to onset of
diseases, and its inhibition is an intensive research area[4]. In synucleopathies[5, 6, 7, 8, 9], as the Parkinson
disease (PD), a-syn is found in high concentration, as filamentous aggregates, in intraneuronal inclusions
(Lewy Bodies) and in extracellular deposits (Lewy neurites)[10, 11, 12, 13]. In addition to sporadic PD,
rare familial cases of PD with similar phenotypes are induced either by an overexpression of wild-type
(WT) a-syn due to a-syn gene triplication or by pathogenic mutations in a-syn gene corresponding to
single amino-acid substitution[14, 15, 16, 17, 18, 19, 20].

The origin of aggregation of a-syn is unknown. Formation of a-syn amyloid shares many common
properties with the toxic aggregation of other IDPs, as for example the aggregation of Af3 in the Alzheimer’s
disease[21, 22, 23]. When incubated in physiological conditions in vitro, a-syn aggregates spontaneously
into fibrils with polymorphic cross-/-sheet conformations, in which a core of -strands is aligned perpen-
dicularly to the fibril axis forming extended regular 3-sheets with different arrangements[24, 25, 26]. These
different in vitro regular 3-sheet structures are believed to mimic the a-syn aggregates in synucleopathies.
Post-mortem X-ray diffraction of brains from patients with PD reveal patterns of 5-sheet arrangements[27].
The first ex vivo structures of a-syn fibrils from patients with Multiple System Atrophy have topology
similar to the recombinant in vitro fibrils but with structural differences and occur with non-proteinaceous
moieties[28]. In all known structures of fibrils, the monomer chain folds according to a three-layered
L-shaped motif bearing resemblance to a Greek-key motif[25]. New toxic polymorphs were recently
detected for which no structures are yet available[29].

A recent study using solid-state nuclear magnetic resonance (NMR) of WT a-syn aggregation, on
phospholipid small unilamellar vesicles, identified pre-fibrillar and early fibrillar species[30]. NMR data
suggest a pre-fibrillar segmental folding of the a-syn monomer in a three-layered L-shaped motif resembling
to the one of mature fibrils. The folding occurs with about the first half of the residues of the N-terminal
region of the protein bounded to the phospholipid in an a-helical conformation[30]. Another study of a--syn
aggregation in solution identifies helix-rich intermediates in the transition of unstructured conformation
a-syn into [-sheet rich fibril formation during the growth of fibrils (elongation phase)[31]. Interestingly,
a-syn may also form ribbon aggregates[32].

a-syn fibrils are composed of thousands of a-syn monomers[33]. Kinetic studies of a-syn aggregation
showed that the onset of fibril formation is preceded by a long lag phase indicating that the initial rate
of aggregation is controlled by the nucleation of fibrils. It is hypothesized that pre-fibrillar aggregates
of a-syn, a-syn protofibrils, i.e. oligomers composed of several dozen monomers occurring in the lag
phase, might be the most toxic aggregates[34, 35, 36]. These a-syn oligomers are transient intermediate
species with heterogeneous structures which are consumed as formed fibrils[22]. Structural properties
of a-syn oligomers were observed by different techniques, including single-molecule Forster Resonance
Energy Transfer (FRET), atomic force microscopies (AFM), small angle x-ray scattering (SAXS), small
angle neutron scattering (SANS), transmission electron microscopy (TEM) and cryo-electron microscopy
(cryo-EM)[35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 22, 43, 44, 45].

Single-molecule FRET provides information on the distance probability distribution between two fluo-
rophores covalent linked to a-synuclein molecule. FRET study of pre-fibrilar oligomerization of a-syn
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(oligomers composed of 2 to 150 monomers) revealed two types of oligomers: type A with a low FRET effi-
ciency (large internal distances) and type B with a high FRET efficiency (low internal distances)[41, 46, 42].
Type A occured the first in the kinetic of aggregation. Primary nucleation of a-syn may result in the creation
of oligomers of type A from monomeric protein molecules which can grow through monomer addition, but
they can also convert into type-B oligomers[41]. The type B oligomers are toxic, more compact than the
initially formed type A oligomers, and more proteinase-K-resistant than the type A and the monomer[41].
Unlike type B, type A oligomers dissociate in distilled water[46]. Single-molecule FRET showed that
missense mutations (A30P, A5S3T and E46K) observed in familial forms of PD influence the kinetics of
formation of oligomers and induce structural differences compared with the WT[42]. The concentration of
oligomeric species of variants (A30P, A5S3T and E46K) in the lag phase of fibril formation is similar to the
one of WT which indicates that the effects of the single amino acid substitutions related on the oligomer
structure might be more relevant for their neurotoxicity[42]. Both types A and B oligomers are observed
for mutants with a conversion rate from A to B higher for AS3T and lower for A30P compared to WT[42].
Interestingly, for E46K mutant, it is not possible to separate clearly the two types of oligomeric species.
Electron microscopy analysis of a-syn aggregation showed that A30P mutant promotes the formation of
pore-like protofibrils, whereas A53T promotes formation of annular and tubular protofibrillar structures[47].
The E46K variant generates annular oligomers similar to those observed for the AS3T and A30P mutants
[38].

Spherical metastable oligomers, with no significant secondary structures, with a diameter of 100 A ,
were identified by SANS[45]. Oligomers composed of about 30 monomers forming a compact core
with a flexible shell were characterized by SAXS[40]. These ellipsoidal oligomers, of the order of 100
A size, inhibit both the primary nucleation and the subsequent elongation steps of a-syn fibrils[40]. The
structure of two main sub-groups of small oligomers, composed of 18 and 29 monomers in average, with
a pore like shape were identified by cryo-EM[48]. The (-sheet structure in these oligomeric species is
predominantly antiparallel (in opposite to the parallel 5-sheet structure of fibrils) and amounts to 35%
of the residues. Interestingly, spherical oligomers observed by AFM-IR are alo mainly composed of
anti-parallel 3-sheet[44]. AFM studies of a-syn pre-fibrillar formation on different solid surfaces reported
the observation of heterogenous oligomers with spherical, elongated and annular shapes [35, 44]. Chains
of spherical oligomers were also observed[35]. Oligomers are formed in the primary nucleation phase of
fibril formation but can be also generated upon fibril disaggregation[32, 22].

Observation of annular oligomers for WT and mutants suggests that a-syn may form a pore-like (3-barrel
structure in membranes which disrupt the membrane integrity[37, 38, 49]. Monomeric «-syn and fibrils did
not show membrane permeabilization activity[37]. Exposure of hydrophobic side chains of oligomers to
solvent may facilitate membrane permeabilization and be a source of cellular dysfunction[41]. Excessive
production of reactive oxygen species, which may lead to cell apoptosis, is induced by a-syn oligomers
[41]. The selective binding between the transmembrane protein LAG3 (lymphocyte-activation gene 3)
and a-syn preformed fibril species is also suggested as a mechanism of neurotoxicity in which LAG3
facilitates the endocytocis of toxic oligimeric species and the neuron-to-neuron transmission of pathological
a-synuclein aggregates[50]. In addition, observation of a-syn helical tetramer[51, 52, 53, 54, 55] stabilized
by hydrophobic interactions and salt bridges between the monomers[55] suggests another mechanism of
toxicity related to the equilibrium between the tetrameric form and other (/3-sheet) oligomeric species[52].
Replica exchange Molecular Dynamics (MD) biased by NMR data showed that helix rich and g-strand
rich trimers and tetramers are stable and may represent a minor population of a-syn in solution[56].
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Although oligomers composed of dozens of a-syn monomers are identified as toxic (type B oligomers),
the role of dimers in the neurotoxicity of a-syn cannot be discarded. It has been hypothesized that the
critical rate-limiting step in the primary nucleation is the oxidative formation and accumulation of a
dityrosine cross-linked dimer[57]. The peak of accumulation of dimers coincides with the rapid onset
of fibrilation for WT and mutants (AS53T and A30P) proteins. Dimer formation is accelerated for the
A30P and A53T variants[57]. It is worth noting that dimers have a detectable membrane permeabilization
activity[38]. As dimerization is the most initial step in self-assembling of monomers, dimers may play
an important role in the different pathways of aggregation leading to type B oligomers. a-syn dimers are
systematically observed in the lag phase of a-syn aggregation and were characterized by FRET[41, 46, 42],
fluorescence[38, 58, 57], AFM[59, 60] and circular dichroism[61].

Dimerization between fluorophore-free WT and mutants (A30P, A53T and E46K) a-syn monomers on a
substrate and fluorophore-labeled monomers in solution was analyzed by internal reflection fluorescence
microscopy[58]. Two types of dimers were identified with differ by an order of magnitude in their lifetimes.
For WT, E46K and A53T, the less stable (type 1) and most stable (type 2) dimers have a lifetime of the
order of about 200-300 ms and about 3s, respectively[58]. The variant A30P is significantly different with
lifetimes of the order of 700 ms (type 1) and 5 s (type 2), suggesting a more stable dimeric structure[58].
Type 2 dimers were also observed in single-molecule AFM spectroscopy findings of WT «a-syn[59]. The
lifetimes (types 1 and 2) of the mutants are systematically longer than the one of WT, which indicates that
the missense mutations seem to increase the stability of the dimer aggregate. Most dimeric structure are of
type 1 but A30P and AS53T single amino-acid substitutions increase significantly the type 2 population. The
type 2 dimer might be related to B type toxic oligomer[42]. The a-syn dimers have a low FRET efficiency
but might be a mixture of type A and B which cannot be resolved experimentally[46]. The fraction of
dimers formed in the lag phase of aggregation is by increasing order WT < A53T < A30P as measured
by FRET. A30P variant generates the largest population of B oligomers at the end of the lag phase of
fibrillation [42]. These data[42, 58] taken together indicate a significant structural difference between A30P
dimer compared to WT and A53T dimers.

Differences between WT and mutants dimers were also observed by single molecule AFM force spec-
troscopy at low pH (promoting aggregation)[62]. Mutiple segments interactions between the monomers
are favored in A53T and E46K compared to WT as reflected by a larger number of multiple rupture force
events[62] whereas A30P favored single segment dimerization compared to WT[62]. a-syn monomer and
dimer structures and dynamics were also measured at neutral pH by high-speed AFM for proteins adsorbed
on a solid surface immersed in a aqueous solution[60]. The monomer adopts mainly a compact and stable
spherical structure but one tail and two tails transient structures were also identified[60]. Conformational
transitions between different conformations occured on second to minute time-scale. Dimers formed
by association of two globular monomers (major population) or of one globular monomer and one-tail
monomer (minor population) were observed[60]. However, a-syn structure and dynamics on a surface
might be different from those of a-syn in solution, as the confinement of a polymer on a surface is known
to modify the dynamics and stability of the polymer conformations. For example, a-syn monomer adopts
an a-helical structure on the negatively charged (phospholipid) membrane[63].

No experimental technique so far provided atomistic description of the dimer heterogeneity. Detailed
structural information on the influence of the missense mutations on the fundamental dimerization step
of a-synuclein is missing. The structural properties and the role of a-syn dimers in the different parallel
pathways of the formation of larger oligomers are still unclear. MD simulation is a complementary means
to single-molecule experimental techniques which may give insights on the dimerization process. Previous
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simulations of a-synuclein dimers were limited to ultra-simplified model (discrete MD[60] or small
fragments of a-synuclein[64]) which does not take into account properly the dynamics of the polymer or
biased the initial conditions of the simulations by using docking of monomer native structure adopted by
a-synuclein on a phospholipid membrane[65]. Here, we are going a step further by using unbiased replica
exchange MD simulations of two a-synuclein molecules in implicit solvent by using a physics-based
coarse-grained UNited-RESidue (UNRES) force field[66, 67] on a time-scale of 29.7 milliseconds (72
replicas of 412 us each for each variant studied) which is three order of magnitude larger than typical
all-atom MD simulations[68]. The force field was calibrated to reproduce the structure and thermodynamics
of small model proteins and applied with success to simulate protein folding[66, 69, 70] and large scale
conformational dynamics[71]. In the present MD simulations, most of the a-syn molecules do not aggregate
and remain thus in a monomeric conformation. These monomers for WT, A30P, A53T and E46K were
recently described elsewhere[72]. Here, we describe the structure and populations of the different dimeric
states found in the MD simulations for WT and the same mutants and compare to data extracted from
experiments.

2 MATERIALS AND METHODS

All structures of a-syn (WT and A30P, A53T and E46K variants) were extracted from replica exchange
MD trajectories generated with the coarse-grained UNRES force field[66, 67]. In the UNRES force field, a
polypeptide chain is represented as a sequence of C“ atoms with united peptide groups located halfway of
the virtual C'*-C'® bonds and united side chains (SC) attached to the C'“ atoms. The SC-SC interaction
potentials implicitly include the contribution from solvation[66, 73]. Descriptions of the UNRES force
field and its parametrization are available in the reference[67] and at http://www.unres.pl.

A total of 72 trajectories were computed for each protein: 32 trajectories at 300 K and 8 trajectories at
each of the following temperatures, 310 K, 323 K, 337 K, 353 K, 370 K using replica exchange MD as
described in Ref. [72]. Each trajectory was started with 2 fully-unfolded monomers separated by a distance
of 25 A. The integration time step in UNRES is 4.9 fs corresponding to an effective actual time step of
about 4.9 ps[68]. The convergence of each trajectory was monitored by computing the probability density
of contacts of each residue resulting in 30 million steps (effective time scale of 147 microseconds) of
consolidated data out of 84 million steps (effective time scale of 412 microseconds) of simulation for each
trajectory. The Cartesian coordinates of C'* and SC beads were saved every 1000 integration steps. Only
structures at 300 K and 310 K (40 trajectories) are reported here as they are close to the physiological
temperature.

Since the simulations are performed on two monomers, both isolated non interacting monomer conforma-
tions and aggregated monomers were observed in the converged MD trajectories. A dimeric conformation
was defined as two monomers with more than 10 pairs of residues with at least one inter-molecular distance
between their C® atoms smaller than 5 A . This cut-off value was chosen because the average distance
between two residues in an inter-molecular $-sheet in an a-syn fibril is 4.8 A (PDB ID: 2n0a). With this
dimer definition, the fraction of dimers out of all the conformers simulated at 300 K and 310 K, are 31 %
for the WT, 23 % for A30P, 29 % for AS3T and 35 % for E46K, respectively. The formation of dimers
is increased for the E46K variant and is reduced for A30P (significantly) and A53T (weakly) mutants.
The dimeric state of each protein is finally described here by about 300000 structures extracted every
1000 integration steps from the converged part of the replica exchange MD trajectories at 300 and 310 K,
representing a sampling on an effective time-scale of 1.47 milliseconds.
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Analysis of the secondary structures of a-synuclein conformations was performed directly from the
C“ coordinates with the CUTABI (CUrvature and Torsion based Alpha and Beta-sheet Identification)
algorithm recently developed in our group[72]. CUTABI is 10 to 30 faster than the commonly used DSSP
algorithm (Dictionary of Secondary Structure of Proteins)[74, 75] because it avoids the construction of
an all-atom description of the protein backbone from the coarse-grained UNRES structure, as required to
apply DSSP. In CUTABI, the minimal size of a helix is set to 4 residues. Helices with less than 3 residues,
such as short 31( helices, are thus not counted. The minimal size of a 3-strand is set to 2 residues, i.e.,
a (-sheet cannot be smaller than 4 residues. The -strands of 1 residue forming -bridges are thus not
considered. Detailled description of the MD trajectories and of the CUTABI algorithm can be found in our
previous work on monomeric state[72].

The statistics of contacts between amino acids (Figures 1 to 3) were computed by defining a contact as a
pair of two C'® atoms belonging to different residues at a distance smaller than 6 A. By definition, the C®
atom of a residue may form several contacts. The mean contact of a residue (Figure 2) is computed as the
average of all inter-molecular contacts made by this residue in all snapshots of all trajectories at 300 K and
310 K.

3 RESULTS

3.1 Propensity of a-syn dimerization

P(nim‘,er 7nintra)
Prax

A dimensionless (effective) free-energy landscape of the a-syn dimers, -in [ } , was com-

puted from the two-dimensional probability density P of the number of inter-chain (17, ) and intra-chain
(nintrq) contacts between the residues for the WT and the mutants (Figure 1). P4, is the maximum
value of the probability for each protein. For all proteins, n;,¢,, varies between about 200 and 400. The
minimum value of 7y, i 11 by definition of a dimer (see Material and Methods) and the maximum
about 150 for WT, A30P, A53T and 200 for E46K. As for the monomer, the a-syn dimer has no unique
native conformation but is represented by a large variety of dimer conformations. The structural diversity
of the dimer conformations is shown in Figure 1 where one structure was randomly selected from each
sub-population of the minima of the WT effective free-energy.

The numbered local minima correspond to different sub-populations of dimers with similar free-energies
(Table 1). These minima are separated by low barriers for WT and A30P (violet to red regions between the
minima in Figure 1). A larger barrier exists between the minimum 1 and 5 of AS3T and the minimum 3 and
the minima 1 and 2 for E46K. It is worth noting that only the WT has a map without large barriers, whereas
the maps of A30P, AS3T and E46K show small islands separated from the rest by large barriers. The
inter-conversions between different sub-populations of dimer structures seem easier in the WT compared
to the variants.

Figure 1 is muted on how the numerous inter-molecular contacts are spread along the sequence. To
answer this question, we first calculate the mean inter-molecular contacts of residues along the sequence as
shown in Figure 2. For the WT, we observe seven representative peaks with maximal at A17, A27, Y39,
V49-A53 in the N-terminal, at A76, I88-A90 in the NAC and at L113 in the C-terminal. All these positions
correspond to hydrophobic residues. In particular, the two largest peaks correspond to segments of three,
A76-V77-A78, and four, 188-A89-A90-A91, hydrophobic residues, respectively. As mentioned previously,
alanine plays a particular role in the a-syn dynamics[55]. It is worth noting that the mean contact variable
counts both inter-molecular random coil contacts and inter-molecular (3-sheet contacts. However, in in vitro
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fibrils, as in dimers computed from MD, the inter-molecular contacts are mainly from residues in 3-sheets
(see next subsection). Therefore, we compare the mean contact curves with the location of intermolecular
B-sheets computed by CUTABI in two different experimental in vitro structures of WT a-syn fibrils (PDB
IDs: 6ssx and 2n0a) in Figure 2. The peaks at Y39 and V49-A53 in MD are within a region of [3-sheets in
both experimental WT fibril structures as well as the peaks at A76 and 188-A90. A more precise comparison
between inter-molecular -sheets found in MD and these structures will be examined below in Figures 6
and 8.

As shown in Figure 2, it is remarkable to observe that a single mutation has huge effects on the relative
weights of the different local regions having high aggregation propensity in the WT. The effects of a single
amino-acid substitution is not limited to residues close to the mutation: the single amino-acid substitution
has long-range effects on the mean contact. Compared to WT, the main differences are : (i) a larger
propensity to aggregate in the N-terminal region for A53T and E46K and smaller for A30P; (ii) a larger
propensity to aggregate in the NAC region for A30P and lower for AS3T; (ii1) E46K has a propensity to
aggregate larger than WT all along the sequence excepted in the region A76-I88 of the NAC. The largest
peak of A30P is located at G69-V70-V71 corresponding to a succession of three hydrophobic residues. The
highest propensity to aggregate is maximum at L38 for A53T and at V49 for E46K. The contribution of the
C-term is modest and only significant close to L113 (except for A30P) and to Y136 (mainly for A30P).

How the different regions of the protein interact with each other is summarized by the intra-molecular and
inter-molecular contact maps in Figure 3 for the WT and the mutants. In a such map, colored lines parallel
to the diagonal indicate contacts between residues in parallel segments whereas colored lines perpendicular
to the diagonal show contacts between residues in anti-parallel segments. The parallel lines are the most
probable for the inter-molecular contacts for all proteins. In the opposite, perpendicular lines are the most
probable and numerous for the intra-molecular contacts for the WT and mutants.

For the WT, most probable inter-molecular contacts are on the diagonal of the map in the region 75-93
(NAC) which means that this region in one chain interacts with the similar region in the other chain. Such
contacts are similar to those in fibrils. Using (A) and (B) for chains A and B, we find more precisely
contacts between residues 75-85 (A) and 74-84 (B) and between 83-93 (A) and 83-93 (B). A similar
region in the NAC has contact along a parallel to the diagonal, between residues 75-91 (A) and 84-100 (B).
Other long regions of contacts shifted by several residues occur between residues 36-51 (A) and 2-17 (B),
32-52 (A) and 63-83 (B), 52-63 (A) and 88-99 (B) (parallel segments) and between 52-66 (A) and 37-50
(B) (anti-parallel segments). There is also a large number of small contacts between parallel segments in
different regions. An important characteristic of the WT map is the absence of inter-molecular contacts
along the diagonal in the region 50-65 which is favorable to helical structure in the monomer [72]. As
mentioned, the contact map of intra-molecular contacts is characterized by a large number of anti-parallel
segments in contacts for the WT. Using the numbers in the horizontal axis of the maps, the most probables
are 2-23, 12-39, 14-47, 33/36-50/51 (N-terminal) and 67-77, 87-101 (NAC). The WT map shows a lot of
weakly probable contacts in distant regions.

For the A30P, the most probable inter-molecular contact are along the diagonal or parallel to the diagonal
between residues 38 and 95 (end of the N-term and NAC). Contacts strictly similar to those in fibrils are
found between residues 80 and 95. Contacts between parallel segments close to the diagonal (shifted by
several residues) are between residues 69-79 (A) and 73-83 (B), 38-67 (A) and 50-78 (B) and 17-25 (A).
Probable anti-parallel inter-molecular contacts are observed mainly between residues 3-23 (A) and 32-51
(B), 8-25 (A) and 87-105 (B). Compared to WT, the number of regions interacting with each other are less
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numerous. The intra-molecular contacts are mainly between anti-parallel segments in the N-term, as in the
WT, with an extended region of high probability for the segments 8-53 and 77-93.

For the A53T, the most probable inter-molecular contacts are in the N-term region [residues 1-60 (A)]
with many contacts between shifted segments as for example 15-29 (A) and 41-55 (B), 26-35 (A) and
36-45 (B), 37-55 (A) and 27-45 (B). On the contrary to A30P, WT and E46K (discussed next), there are
only short regions of inter-molecular contacts parallel to the diagonal, namely in the NAC region (85-92)
and in the C-term (111-116). The intra-molecular contacts in the N-term are similar to those of the WT,
whereas contacts in the NAC are similar to those of A30P.

The E46K mutant is characterized by a large region of high probability of aligned inter-molecular contacts
(on the diagonal) from the N-term to the NAC (regions 36-81 and 87-90) as well as a large region of
parallel inter-molecular contacts btween shifted segments: bewteen the region 15-95 (A) and 35-109 (B).
Intra-molecular contacts between anti-parallel segments are found in the regions 7-20, 12-38 and 72-94.

3.2 Heterogeneity of secondary structures elements in a-syn dimers

For each protein, the algorithm CUTABI[72] was applied to the ensemble of a-syn dimers to compute
the sum of residues in a-helix («) and in 3-sheet (/). Each dimer conformation has thus («,3) coordinates.
The resulting probability densities in the («,3) space are represented in Figure 4. In these maps, only the
residues from N-terminal and NAC regions were considered for the calculations as the C-terminal region
does not contribute to secondary structure differences between WT and mutants[72].

For the isolated monomers, a major observation was that the conformations of the monomers were
divided into two distinct states for the N-terminal+NAC region: an ensemble of conformations with no
residue in helix (state B) and the rest of conformations (state HB). The highest probability of observing a
conformation in state B was an order of magnitude larger than that of state HB[72]. In Figure 4, the states
B are clearly visible for the monomers forming A30P and E46K dimers with a probability only twice larger
than the state HB. On the opposite, states B disappeared in the WT and A53T dimers where the probability
to find a dimer with no helix is completely negligible. For A30P, the maximum number of residues in
[-sheets is 155 and the highest probable number is 139, i.e. half of the residues of the dimer. A sub-state B
is found at about 90 for A30P. For E46K, the maximum number of residues in state B is also large (133)
with a peak at 108 and a second peak at 66.

The states B and HB can be distinguished from the function presented in Figure 5 showing the fraction of
conformations within an effective free-energy difference cut-off from the global minimum of the state B for
each protein[72]. With P4, the maximum of probability at (0, 5) (in the B state), and P the probability
at (o, 8) (o > 0, in the B or HB states), the effective free-energy cut-off is computed as —ln(%) in
kT units, where k£ is the Boltzmann constant and 7' is the temperature. By definition, the derivative of
the curves represented in Figure 5 represents the Density Of conformations or micro-States (DOS). For
A30P and E46K, a change of slope (DOS) is observed at about 1.2 kT corresponding to about 10 % and
45 % of the conformations, respectively. The change of slope at 1.2 kT points up the separation between
main states, i.e. the onset of state HB, i.e. a state with a mixture of «-helices and [3-sheets. The case of
E46K is special. We observe in fact two changes of slope at about 0.8 kT and 1.2 kT corresponding to the
major peak at 110 residues and the minor peak at 70 residues in the one-dimensional probability density
of the state B in Figure 4. The HB state of E46K (Figure 4) is also very different from the HB states of
the other proteins: they are rare dimers with helical regions larger than about 15 residues. Conformations
with a maximum number of residues in helix are a few on the time-scale of the present simulations with a
maximum number of residues in helix of 59, 50, 63 and 61 for WT, A30P, A53T and E46K, respectively.
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As for the monomers, AS3T is the structure with the largest number of residues in helix [72]. It is worth
noting that the free-energy map of the HB state of A53T is also the most diffuse. The global minima of the
HB maps are (13,80), (13,98), (31,70) and (8,91), for the WT, A30P, AS3T and E46K, respectively. The
positions of these minima reflect also the largest propensities to form helical segments and (3-sheets for
AS53T and E46K, respectively.

The probability to find the different secondary structures along the amino-acid sequence of the WT
and mutants of a-syn dimers were analyzed with CUTABI. As shown in Figure 6, helices are found in
four main regions: two in the C-terminal region (residues 119-125 and 127-130), one in the NAC region
(residues 75-82) and one overlapping the N-terminal and NAC regions (residues 53-65) both for WT and
mutants. There is no significant difference between the propensities of helices for WT and mutants in
the C-terminal region. These results for the helical propensity are similar to those found for the isolated
monomers[72]. The main differences are that the probability to form the helix 53-65 is twice larger in the
dimer than in an isolated monomer for the WT and that the probability to form the 75-82 helix is about
twice smaller in the dimer than in an isolated monomer for A30P and E46K.

The intra-molecular and inter-molecular [3-sheets were analyzed separately. The probability for a residue
to pertain to an intra-molecular 3-sheet has peaks at the same positions than for an isolated monomer. For
the WT, the maximum of the peaks observed in Figure 6 are (in brakets for an isolated monomer([72]):
Pry = 0.44(0.57), P19 = 0.53(0.61), Pa17 = 0.71(0.87), Pres = 0.74(0.76), Preg = 0.60(0.65),
Prgqy = 0.64(0.61), Psg = 0.65(0.69) and Py3g = 0.63(0.69), Px43 = 0.36(0.50), Pyg9 = 0.26(0.4),
P53 = 0.19 and Pv55 = 0.13(0.69), PV63 = 0.14(0.64), Pv70 = 0.15(0.32), Pgl = 018(035) and
Prgo = 0.17(0.41), Pgg = 0.43 and Pq9p = 0.42(0.58), and Py95 = 0.20(0.35) and Py7 = 0.27. These
peaks are at the same locations for the mutants as it was the case in isolated monomers. These maxima are
located at or close to valine residues, which is the most frequently found amino-acid in 3-sheets[76]. The
empirical prediction of the dimensionless propensity of formation of 3-sheet computed from the scale of
Chou and Fasman (CF)[76] is shown in Figure 6 for WT. The CF simple algorithm, using only the primary
sequence, predicts some peaks at similar locations than predicted by MD, namely at 39, 52, 71, and 94.
Of course, there are quantitative differences in the shape and relative heights predicted by CF compare to
MD (they are not exactly the same quantities) but both methods identify qualitatively similar local regions
of sequences which are important for 3-sheets. It is worth noting that the CF algorithm predicts only a
relatively small local change of the 3-sheet propensity for the mutants, as the influence of a residue is
limited to a few residues in the vicinity of its position.

Compared to WT, the increase of probability of intra-molecular 3-sheets in the region 26-35 for A30P
and its decrease in the region 53-65 for AS3T were found also in the isolated monomers[72]. Compared
to isolated monomers, the probability for a residue to pertain to an intra-molecular 5-sheet decreases
significantly from residue 43 to 100 for WT, A30P and A53T. Therefore the intra-molecular /3-sheets form
mainly in the N-terminal region for these three proteins rather they are found equally in the N-terminal and
NAC region for E46K. Note that the CF algorithm underestimates the large propensity of formation of
[-sheets in the N-terminal region.

Maxima of probability to form inter-molecular 3-sheets are located at the same positions than those
of the probability to form intra-molecular S-sheets. The amplitude of these peaks are however different
between the proteins. They are four major peaks for the WT and A30P: Py 39 w1 = 0.33, Pr7s wr = 0.31,
Prsiwr = 0.29, Pigswr = 0.36 and Py7o a30p = 0.40, Pr7s asop = 0.46, Prgg azop = 0.40,
Pago,a30p = 0.52, respectively. Except for the peak at Y39, the larger propensities to form inter-molecular
B-sheets are located in the NAC for WT and A30P. For A53T, all the major peaks are in the N-terminal
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region: Ppy asar = 0.36, Pgag assr = 0.37, Prsg assr = 0.60, Pry3wr = 0.34. For the variant
E46K, the propensity to form inter-molecular $-sheets are mainly in the N-terminal region with peaks
at Pao7 pacx = 0.35, Py3g pasx = 0.45, Prag pasx = 0.37, Pyyg pasx = 0.40, Pys3 pagx = 0.35
but also in the NAC region with peaks at Py71 pagx = 0.31, Pago pasrx = 0.40. A single amino-acid
substitution modifies significantly the most probable regions of formation of inter-molecular S-sheets:
highest in the NAC for WT and A30P, in the N-terminal region for A53T, and both in the N-terminal region
and in the NAC for E46K. These results compare well with the mean inter-molecular contact profiles
(Figure 2). As shown in Figure 6 for the WT, the mean contact curve follows quite well the probability
of inter-molecular contact (except for the 80-85 region). Finally, the probability to form inter-molecular
[-sheets between the same residues in both monomers (diagonal in the contact maps in Figure 3), named
Native fibril like contacts (Nfc), are also shown for comparison in Figure 6. For all proteins, the probability
of Nfc is low. The sub-ensemble of dimers showing these contacts is analyzed and discussed next.

3.3 Dimers with fibril native contacts (Dfnc)

Contact maps of WT and mutants show contacts along their diagonal as in the experimental structures
of fibrils (PDB IDs: 6ssx and 2n0a). To identify conformations belonging to the diagonal of the contact
maps, we extracted from the dimer statistics a sub-ensemble of dimers with Nfc. We define a Dimer with
fibril like native contacts (Dfnc) as a dimer conformation which has at least 5 consecutive inter-molecular
contacts made between residues with the same indices at a contact distance less than 5A. This value was
chosen as the distances between native contacts in fibrils are 4.9A and 4.7A in the measured structures
with PDB IDs 6ssx and 2n0a. We may consider the Dfnc ensemble as the conformations which are the
most probable pre-formed fibrils in the present work.

The dimensionless (effective) free-energy landscape of the Dfnc was computed from the two-dimensional
probability density P of the number of inter-chain (e, ) and intra-chain (n;y,:-) contacts between the
residues for the WT and the mutants (Figure 7). For the WT and AS3T, the Dfnc are located in one basin
whereas for A30P and E46K two distinct clusters are visible. Some of the fibril clusters are located at
local minima of the global free-energy landscape (Figure 1), except for AS3T. For A30P and E46K, one
of two clusters of Dfnc occur at the global minimum of the global free-energy landscape (Figure 1). This
indicates that Dfnc are more probable to be formed for these two mutants. In fact, the sub-ensemble of
Dfnc represents 14,04 % and 15,73 % for A30P and E46K, respectively. For WT and A53T, the population
of Dfnc is only 8.33 % and 10.65 %, respectively. It is worth noting that these numbers indicate that the
majority of dimers are disordered aggregates at least on the effective time-scale (millisecond) of the present
simulations .

The calculation of the probability to find the different secondary structures elements along the amino-acid
sequence of the WT and mutants of a-syn dimers was repeated for the sub-ensemble of Dfnc using CUTABI
(Figure 8). Compared to the ensemble of dimers, the helical regions of Dfnc show significant differences
for the WT and AS3T: the region 53-65 can only form an helix in WT preventing the dimerisation of this
region whereas this helical region disappears in AS3T as well as the helical region 75-82 disappears in WT.

The peaks of probability for a residue to pertain in an intra-molecular S-sheet occur at the same positions
in Dfnc sub-ensemble and in the ensemble of the dimers for all proteins (see Figure 6). For the WT, the
propensity of intra-molecular 3-sheets is strongly increased in the N-terminal region of Dfnc with the
peaks with a probability near 1 meaning residues pertaining to this type of secondary structure in all Dfnc
conformations. On the contrary, all residues above the position 50, have a totally negligible probability to
form an intra-molecular -sheet in Dfnc. Unlike the ensemble of WT dimers for which inter-molecular
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B-sheets can be found nearly everywhere along the sequence (Figure 6), in the Dfnc sub-ensemble, they are
found only for residues 43-51 (N-terminal region), 69-95 (NAC region), 99-100 and 134-135 (C-terminal
region). We observe a propensity to form Nfc, as in fibrils, only for specific regions in the NAC: residues
75-76, 80-82, 85, 87-93. For the segment 87-93, the superposition of the black and red curves in the Figure
8 means that only Nfc are formed there. Considering the limited time-scale of the present simulations,
these residues are probably nucleation centers of pre-fibril like dimers in WT.

For A30P, the probability to form intra-molecular 3-sheet is similar in Dfnc and in the full ensemble
of dimers (Figure 6) but with an increase in the region 36-58. On the contrary to the ensemble of A30P
dimers, for which inter-molecular [3-sheets can be found nearly everywhere between residue 3 to 104 along
the sequence (Figure 6), in Dfnc they are found in the NAC for residues 70-83 and 87-96 as well as with
smaller probabilities in the C-terminal region at 103-105 and in the N-terminal region 18-20 and 26-28.
The propensity to form Nfc occurs only in the NAC at 87-88 and 90-95 which are probably the nucleation
centers for this type of structure for this variant. Clearly, WT and A30P share the same region of formation
of Nfc in the NAC.

For A53T, the propensity for a residue to pertain to an intra-molecular /3-sheet is increases in the NAC
and C-terminal regions in Dfnc compared to the complete ensemble of dimers (Figure 6). The formation of
inter-molecular 3-sheets occur all along the sequence: residues 3-11, 22-30, 35-60 (N-terminal region),
61-65, 71, 87-92 (NAC region) and 112-116 (C-terminal region). The AS53T differs thus from WT and
A30P by a large number of regions of inter-molecular S-sheets including the N-terminal region. In addition,
the probability of segments 44-65 and 87-92 in the NAC to form Nfc is identical to the probability of
inter-molecular 3-sheets, meaning that these residues form only Nfc in the Dfnc sub-ensemble and are
probably nucleation centers for A53T pre-fibril like dimers.

For E46K, the probability of intra-molecular 3-sheets is similar bewteen Dfnc and the ensemble of dimers.
The exception is the peak at residues 38 and 39 for which the probability is 1 as well as the probability
for these residues to form Nfc, meaning that these residues are involved in both Nfc inter-molecular and
intra-molecular 3-sheets. As for the other proteins, the presence of inter-molecular -sheets is limited to
specific regions on the contrary of the ensemble of dimers where they were found along all the sequence
(Figure 6). In addition, nearly all inter-molecular 3-sheets are Nfc (the black and red curves in Figure 8
overlap), namely at 26-28 and 37-60 (N-terminal region) and 61-65, 75-78 and 88-92 (NAC).

Figure 8 shows that regions of high propensity of Nfc in A53T and E46K are significantly different
than those of the WT and A30P. This can be more clearly seen for the Nfc in Figure 9. Figure 9 shows
the different lengths of the Nfc regions and their probabilities along the sequence. A30P has the shortest
consecutive segments of Nfc with the longest between residues 86 and 97 (NAC and C-terminal region)
with the largest probability of Nfc at 87-88 (NAC). The maximum number of consecutive Nfc for the WT
is 18 between residues 78 and 95 (NAC). As already mentioned, the formation of Nfc in A53T and E46K
occur differently compared to the WT and A30P: they are mainly in the N-terminal region. These two
variants have the largest segments of consecutive Nfc on the time-scale of the simulation: 25 between
residues 43 and 66 for A53T and 37 between residues 34 and 70 for E46K. The structures of the proteins
with the largest number of Nfc are represented in insets of Figure 9, they can be considered as the most
probable nucleation structures of Dfnc on the time-scale of the present simulations (millisecond). As
mentioned above, the number of Dfnc structures is the largest for A30P and E46K. One may deduce that
the nucleation is easier for these two structures. On the other hand, if we consider the maximum number of
Nfc possibly formed on the time-scale of the simulations as a criteria on the difficulty of the growth of
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Nfc from a nucleation center, we find by increasing difficulty of expansion of the Nfc segment: A30P, WT,
AS3T and E46K.

As shown in Figure 9, some Dfnc of AS3T and E46K have segments which does not start before residue
39 and does not expand above residue 58. It is worth noting that residue 58 is the location of the maximum
of probability to form an helix and residue 39 has a high propensity to form intra-molecular 3-sheets in
both disordered dimers (Figure 6) and in the monomers[72].

3.4 Selected local and global properties related to experimental techniques

In dimers, the residues may form both intra-molecular and inter-molecular parallel and anti-parallel
[-sheets which can be distinguished in infrared and Raman spectroscopies using amide bands. Table 2
shows a significant variation in the amount of parallel 5-sheets between the monomers and the dimers.
The formation of disordered dimers and Dfnc is clearly characterized by an increase of the proportion
of residues in parallel J-sheets compared to monomers: by increasing percentage, one finds monomer,
disordered dimers and Dfnc. The amount of parallel 5-sheets in Dfnc is the largest for the WT despite the
fact that the length of segments of Nfc is quite short (Figure 9), which implies that most of the parallel
[-sheets are in segments of WT monomers which are not aligned as in fibrils. For the proportion of
anti-parallel $-sheets, we do not observe a clear systematic variation between the monomers and the
dimers. For AS3T and E46K, the percentage of anti-parallel S-sheets is increased from the monomers to
disordered dimers and Dfnc. No significant change is found for the WT . The case of A30 is special, the
proportion of anti-parallel 5-sheets is decreased in Dfnc and increased in disordered dimers compared to
the monomers. It is worth noting that on the time-scale of the simulations, the Dfnc represents about 9-15
% of the structures, the other dimers being disordered.

A global parameter which can be measured by SAXS is the gyration radius. The probability density
functions of the gyration radius of the ensemble of dimers are represented in Figure 10. Each function
can be represented by the sum of several sub-populations described by Gaussian functions. The Gaussian
parameters, given in Table 3, were computed with the Gaussian Mixture Model (GMM) algorithm[77].
However, the GGM clustering is misleading as the sub-populations cover large areas of the free-energy
landscape maps of the contacts, (npter, intra) (Figure 1), and of the secondary structures, («, 3) (Figure
4), as shown in Figures S1 and S2, respectively. Finally, the average gyration radius (Table 3) is the smallest
for E46K and the largest for A30P.

Single-molecule FRET allows to extract informations on local properties. In references[41, 42, 46], the
fluorophores (Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 647) were covalently linked at the position 90 of a-syn
mutants A90C. The FRET efficencies depends on the distance between the fluorophores. Therefore, the
FRET experimental procedure observed the aggregation of a-syn using a specific local property which is
directly correlated to the distance between residues 90 of interacting monomers. It is, therefore, interesting
to compute the probability density functions of the distances between the C'* of residues A90 in disordered
dimers and in Dfnc. These functions are represented in Figure 11 (Panels A and B) for the WT and mutants.
In disordered dimers, we observe a heterogenity of these distances with a group of peaks below 15 A and
other peaks between 20 A and 80 A (panel A). In the sub-population of Dfnc, there is a drastic change of
the distance probability distribution (panel B). All proteins, except E46K, have a peak around 3.8 A. This
can be explained by Figures 8 and 9, which show that the residue 90 is involved in Nfc for all proteins,
except E46K. All other peaks present in disordered dimers have disappeared in Dfnc, except for E46K,
for which we observe a peak at around 15 A and a large background. Regarding this specific A90-A90
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distance, the difference between the probability densities of disordered dimers and Dfnc is spectacular. In
addition, this clearly shown that E46K has a different behavior regarding this local parameter.

4 DISCUSSION

A first important finding of the present simulations is that the ensemble of a-syn conformations (WT
and mutants) is strongly heterogeneous, as shown by the computed probability density functions of the
gyration radius (Figure 10), the effective free-energy landscape of the contacts (Figure 1), the effective
free-energy landscape of the secondary structures (Figure 4), and by the probability density function of
the A90-A90 distance (Figure 11). A second significant finding is that the ensemble of heterogeneous
dimer conformations is divided in a majority of disordered dimers and a complementary minority of Dfnc
(Figure 9). A third important finding is that a single-amino acid substitution has a huge effect on the contact
probability between (hydrophobic) residues of a-syn, which is not limited to the vicinity of the mutated
residue as shown in Figure 6 for disordered dimers and in Figures 8 and 9 for Dfnc. Keeping in mind that the
effective time-scale of the present simulations (millisecond) represents the early lag phase of fibril growth,
as it is three to four order of magnitudes smaller than the lag phase of fibrils observed experimentally, we
will, however, attempt next to make qualitative comparisons between these three siginificant results and
different experimental findings.

Unfortunately, there are no SAXS or SANS measurements of a-syn dimers to compare directly with
Figure 10 to the best of our knowledge. It is worth noting that the distribution of gyration radius of a-syn
monomers is single peak, except for the sub-ensemble of A30P and E46K monomers without alpha-helix
(B monomer state) for which a small peak at 2,=18 A was found[72]. For recombinant monomeric a-syn,
the average gyration radius, extrapolated at infinite dilution, is 27.2-£0.44 A[78], comparable to the value
calculated previously in our MD simulations (24.7A) [72]. The experimental value of the gyration radius
of a monomer varies among the experiments: for example, in Tris-Buffer, it is increased to 42.7A[78]. We
hypothesize that the presence of dimers in a monomeric solution may give an apparent larger gyration
radius of the monomers because the dimer conformational ensembles have an average gyration radius of
about 10A larger than one of the monomer ensembles (Table 2).

The heterogeneity of the size distribution (Figure 10) and of the contacts (Figure 1) of a-syn dimers can be
related to the rupture-force AFM experiments on WT, A30P, AS3T and E46K a-syn dimers in solution[62].
These experiments were performed at low pH to increase the agregation propensity of a-syn and with
the additional mutation A40C needed to hang one of the monomers on the AFM tip and the other on the
surface. Contour lengths of the dimers were extracted from force-distance curves. They were interpreted as
total lengths of stretchable parts of c-syn molecules which are not involved in dimeric interaction, and thus
as the sum of the total length from the C-terminal anchor point to the first residue of a dimerization region
in each monomer. The data show a multi-peaks distribution of contour lengths[62], which might reflect
the multiple minima observed in Figure 1, as the contour length of a dimer conformation is related to the
number of intra-molecular and inter-molecular contacts. Moreover, the distribution of contour lengths are
different for each a-syn variant in the AFM experiments, as in Figure 1 for the contacts. We hypothesize
that the number of single and multiple rupture force events might be correlated with the propensity of the
dimers to form Nfc. A larger number of multiple rupture force events for A53T and E46K compared to WT
and A30P was interpreted as multiple interactions segments for the former[62]. This might be supported
by Figure 8 (black and red curves) as WT and A30P form Nfc and inter-molecular 3-sheets in shorter
localized segments than A53T and E46K. Moreover, contour lengths can be estimated for residues not
involved in Nfc from Figure 8 by assuming a C® — C'® virtual bond distance of 3.8 A and evaluating the
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contour length as twice (for the two monomers) the distance starting from the C-terminal to the first residue
forming a Nfc[62]. For WT Dfnc, we find a contour lengh of 357 A (residues 140 to 94). For A30P Dfnc,
the distance is similar. For AS3T Dfnc, two contour lengths are estimated: 380 A (residues 140 to 91)
and 585 A (residues 140 to 64). This last value is the same for E46K Dfnc. These values are on the same
order of magnitude that the 340 A and 440 A of the major peaks of the contour length distributions in the
experiment[62]. The comparison, although qualitative, indicates that the heterogeneity of a-syn dimers
and the influence of a single amino-acid substitution on their structural properties, found in MD, agree
qualitatively with the AFM force-distance data.

The heterogeneity of the («, 5) map could be tested in the early lag phase of fibril formation by using
single-molecule Raman spectroscopy[79], as a-helices and -sheets have been well described by Raman
fingerprints. Such data are not available so far. In the present simulations, the ensemble of heterogeneous
dimer conformations is divided in a majority of disordered dimers and a complementary minority of Dfnc
both for WT and mutants. Dfnc could be identified by spectroscopy. Indeed, the percentage of parallel
inter-molecular [3-sheets is characteristic of Dfnc as it is significantly larger than the one in monomers
and in disordered dimers (Table 2). This result agrees with FTIR spectroscopy measurements indicating
that WT «a-syn fibrils have a majority of parallel S-sheets in opposite to oligomers showing a majority
of anti-parallel 3-sheets[48]. The total amounts of -sheets estimated from FTIR[48] are 35%+5% for
oligomers of 10-40 molecules and 65+10% for fibrils. In spite of the smaller size of dimers and the shorter
time-scale of the present simulations, these values compare qualitatively with the sum of parallel and
anti-parallel 5-sheets in WT disordered dimers (44,4%) and in Dfnc (57,8%), respectively (Table 2).

Probably the best technique to identify Dfnc from disordered dimers would be single-molecule FRET. We
tentatively compare the results of Figure 11 with FRET studies of a-syn oligomerization[22, 41, 42, 46]
in the early lag phase of fibril formation. A quantitative prediction of the FRET efficiencies from a-syn
conformations would require to simulate the protein labeled with the fluorescent molecules and to model
the FRET mechanism[80]. Such an approach is difficult to apply for a large and complicated protein like
a-syn. In addition, to predict protein structure modifications introduced by the cysteine mutations and the
fluorescent organic molecules, it is necessary to build and test a new coarse-grained force field for the
fluorescent molecules covalently linked to a-syn. This task is extremely demanding in computer time and
is well beyond the scope of the present work. For these reasons, we choose to compute an approximate
efficiency £ from the distance distributions between the C'“ atoms shown in Figure 11 (Panel A and B).
From these distances, we extracted an approximated FRET efficiency E as E = 1/[1 + (d/Rg)®], where d
is the distance between the C'* atoms increased by 20A and Ry is the Forster distance with Ry = 60A for
the fluorophores used[81]. Note that a single value of Ry is a severe approximation which assumes an
averaging of the fluorophore orientation. The shift of 20A takes into account of the estimated distance
between the dye center of a fluorophore and the C“ atom to which it is linked[82].

The probability distribution of £ is shown in Figure 11 (Panels C and D). In disordered dimers, one
observed two regions with peaks of low (< 0.15) and of high efficiency (> 0.75). In Dfnc, peaks are ob-
served only at high efficiency (> 0.9) with a small background at all efficiencies. It is tempting to associate
the Dfnc to type B dimers (panel C). The disordered dimers are both A and B (panel D). It was proposed
that the a-syn dimers might be a mixture of type A and B which cannot be resolved experimentally[46].
The time-scale simulated here is of course extremely short compared to FRET experiments but it is very
interesting to observe that the formation of consecutive Nfc lead to an increase of the FRET efficiency.
Comparison with Figure 9 shows that A90 belongs to all segments of consecutive Nfc except for E46K.
However, Figure 8 shows that the Dfnc of E46K variant form other contacts in the A90 region. E46K
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behaves thus differently from WT, A30P and A53T in the A90 region which may be a hint to explain
the difficulty to reproduce the probability distribution of the FRET signal in the experiments[46]. If the
population of dimers formed in the early lag phase measured by FRET for A30P is taken as 1 for reference,
the population of WT and AS53T dimers were 0.4 and 0.64, respectively[46]. In the present simulations,
the populations of Dfnc using the same reference is 0.59 and 0.75 for WT and A53T. However the total
populations of dimers out of all the conformations (monomers+dimers) found in the simulations are
different. Taken A30P as a reference (=1), we found 1.34 and 1.26 for WT and A53T.

The effect of a single amino-acid substitution on the propensity to form contacts (Figure 1) and on the
formation of Nfc (Figures 6, 8 9) is spectacular. How these results could be compared to various differences
observed experimentally between the variants and the WT ? The aggregation of A30P in fibrils is slower
than the WT[35] whereas E46K and AS53T aggregate faster than WT[83, 84]. However, the A30P monomer
was consumed at a comparable rate or slightly more rapidly than the WT monomer, whereas AS3T was
consumed even more rapidly[35].This might be explained by the early nucleation steps of the fibrils which
might be represented by Figure 8. Indeed E46K and AS53T form larger regions of Nfc than the A30P and
WT, which might be interpreted as they are faster” to form pre-fibrils. For A30P the region of Nfc is
extremely short. However, the sub-ensemble of Dfnc in the dimer ensemble is larger for A30P (14.04%)
and E46K (15.73 %) in comparison with WT (8.33 %) and AS53T (10.65%). On the opposite, the number of
dimers found in the MD simulations is the lowest for A30P (23%), followed by increasing order by A53T
(29%), WT (31%), E46K (35%). To make more concrete these percentages, it is better to take an example.
For 123 monomers in solution, A30P forms 20 disordered dimers, 3 Dfnc and 77 monomers remain free.
For 121 monomers in solution, the WT form 28 disordered dimers, 3 Dfnc and 69 monomers remain free.
For 129 monomers, A53T forms 26 disordered dimers, 3 Dfnc and 71 monomers remains free. Finally, for
135 monomers, E46K forms 30 disordered dimers and 5 to 6 Dfnc and 65 monomers remain free. Thus, all
proteins will form approximately the same number of Dfnc, except E46K, but the size of Dfnc on the same
time-scale is much larger for A53T and E46K (Figure 9).

In order to compare present results to WT mutagenesis experiments, we list the key residues which
play a role in a-syn dimerization in the present simulations in the Table 4 for WT and mutants. These
residues were selected from the maxima of probabilities of mean contacts (Figure 1) and of the formation
of inter-molecular 3-sheets and Nfc (Figures 6 and 8).

For WT, the residue 188 is of paramount importance. The segment S87-G93 forms only Nfc in the
sub-ensemble of Dfnc (black and red curves are superposed in Figure 8). This agrees with the observation
that the removal of the segment A85-E94 reduces the a-syn polymerization[85]. Truncation of V71-V82
prevents the polymerization of fibrils[85]. This agrees with the fact that K80-V82 forms Nfc. We found that
the pair T75-A76 has non-negligible probabilities to form Nfc and other inter-molecular S-sheets (Figure
8). However, removal of residue A76 or V77 alone has no effect on the polymerization but the missing
pair A76-V77 prevents the polymerization in fibrils[85]. The role of A76 cannot be neglected. It is worth
noting that Table 4 suggests that mutations or cutting segments in the N-terminal of A5S3T and E46K could
provide information on the key residues promoting the aggregation of these variants.

The role of the N-terminal region in c-syn in the dimerization has not to be underestimated as shown by
the formation of Nfc for AS3T and E46K and by the high probabilty to form intra-molecular 3-sheets for
WT and A30P in this region (Figures 8 and 9). In a recent work, two segments in the N-terminal region
which regulate the a-syn polymerization have been identified: G36-S42 (named P1) and K45-E57 (named
P2)[86, 87]. Removal of P1 at pH 7.5 prevents a-syn aggregation but not at pH 4.5. Removal of P1 and P2
prevents aggregation at both pH. The present simulations are calibrated at pH7 for which the force-field
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was developed. As a single amino-acid substitution has huge effect on the propensity of aggregation, it is
difficult to compare the results of P1 truncated protein with the present results. However, the dimerization
of AS3T and E46K show that a mutation in this region changes drastically the Nfc propensity. Moreover,
for the WT, the region G36-S42 is a region with high propensity of intra-molecular -sheets in Dfnc which
preceeds a region of inter-molecular 3-sheets (43-51) (black curve in Figure 8). It is possible that the
formation of intra-molecular S-sheets may be coupled to the formation of fibrils. Finally, the region P2
overlaps the region of the main helical segment of WT monomers[72] and dimers (Figures 6 and 8). Clearly,
the high probability of this helical segment must play a role in the polymerization.

In conclusion, present MD simulations show that the dimer conformations are largely heterogeneous with
both disordered and pre-fibrillar like dimers which differ between the WT and the variants A30P, A53T and
E46K. Despite the limitations inherent to any MD simulations (accuracy of the force field and the limited
time scale), the present findings agree quite well with available experimental data and suggest possible
further spectroscopic and mutagenesis experiments.
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Figure 1. Color maps of -In { } computed from the 2D probability density function P of the number

of inter-chain (n;p¢e,) and intra-chain (1,4, ) contacts between the residues of «-syn for the complete ensemble of
dimers found in molecular dynamics trajectories at 300 K and 310 K of the WT and variants. In each map, P,,4, is
the maximum value of the probability of the map. The local minima within one unit from the global minimum of
each map are numbered. Examples of 3D structures associated to each local minimum of WT are represented with
N-terminus in blue, NAC in red and the C-term in green. Light and dark colors differentiate the structure of the two
monomers within the dimers.
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Figure 2. . Mean inter-molecular contact of a residue of a-syn WT and mutants for the complete ensemble of
dimers found in molecular dynamics trajectories at 300 K and 310 K. The color code is black (WT), violet (A30P),
orange (A53T), turquoise (E46K). The upper bar represents the N-terminal (blue), NAC (red) and C-terminal
(green) regions of the sequence. The red and green rectangles on the upper dotted bars describe the locations of the

inter-molecular -sheets identified by CUTABI in the experimental structures of a-syn fibrils with the PDB IDs:
6ssx and 2n0a, respectively.
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Figure 3. Contact maps computed for the complete ensemble of a-syn dimers found in molecular dynamics
simulations for the WT and the mutants. The upper panels show inter-molecular contacts between chains A and B of
the dimers and the lower panels show intra-molecular contacts within the monomers A+B. The color bars indicate
the probability. Note the different scales for intra- and inter-molecular contact maps.
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Figure 5. Cumulative fraction of the total number of conformations simulated as a function of an effective free-
energy cut-off from the global minimum of the B state (see text) represented in Figure 4. Curves are for WT (black),
A30P (purple), E46K (turquoise) and AS3T (orange).
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Figure 6. Analysis of the secondary structures for the complete ensemble of a-syn dimers found in molecular
dynamics simulations for the WT and the mutants using CUTABI algorithm[72]. Probabilities for each residue to
pertain to an a-helix (blue), to an intra-molecular 3-sheet (green), to an inter-molecular 3-sheet (black) and to a native
inter-molecular [3-sheet fibril-type (red). The probability for each residue to form an inter-molecular contact (Figure
2) is shown for the WT (black/yellow broken line) for comparison. The propensity to form a S-sheet calculated from
the empirical scale of Chou and Fasman with the Protscale online tool (https://web.expasy.org/protscale/) using a
window of 15 residues and a linear interpolation with a weight of 0.10 for the window edges is also represented
(dotted line) for the WT. The red and green rectangles on the upper dotted bars describe the locations of the inter-
molecular 3-sheets identified by CUTABI in the experimental structures of a-syn fibrils with the PDB IDs: 6ssx and

2n0a, respectively.
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Figure 7. Color maps of -In [P

max

} computed from the 2D probability density function P of the number

of inter-chain (nper) and intra-chain (n;y,4-4 ) contacts between the residues of a-syn for the sub-ensemble of dimers
with fibril native contacts found in molecular dynamics trajectories at 300 K and 310 K of the WT and variants. In
each map, P4, is the maximum value of the probability of the map. The local minima numbered in Figure 1 are
shown by black triangles.
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Figure 8. Analysis of the secondary structures in the sub-ensemble of a-syn dimers with native fibril-type contacts
found in molecular dynamics simulations for the WT and the mutants at 300 K and 310 K. Probabilities for each
residue to pertain to an a-helix (blue), to an intra-molecular 5-sheet (green), to an inter-molecular S-sheet (black)
and to a native inter-molecular 3-sheet fibril-type (red).
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Figure 9. Analysis of the mean contact probability along the amino-acid sequence for the sub-ensemble of Dfnc
found in MD trajectories for the WT and variants. For each protein, the left panel represents the probability density of
the number of contacts and the left panel its distribution along the sequence for each point of the distribution with a
color code giving the probability at each residue according to the color bar on the right. 3D structures representatives
of the maximum number of native fibril-type contacts are shown with the following color: N-terminal (blue), NAC
(red), C-terminal (green) and native contact region (black)
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Figure 10. . Probability density functions of the gyration radius for the WT and mutants (circle symbols and
dashed lines) computed from MD simulations. Each distribution is represented by a set of Gaussians (colored areas)
the number and the parameters of which were found by applying the GMM algorithm. The sum of gaussians is

represented by a full black line.
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of disordered dimers (panel A) and of Dfnc (panel B) and the corresponding probability distribution functions of the
approximated FRET efficiency E (see text) for the ensembles of disordered dimers (panel C) and of Dfnc (panel D).

Color code is WT (black), A30P (purple), E46K (turquoise) and A53T (orange)
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Protein | min 2 | min 3 | min4 | min 5
WT 0.08 | 0.39 | 040 | 0.84
A30P | 042 | 0.54 - -
AS53T | 0.04 | 0.12 | 0.14 | 0.24
E46K | 0.32 | 0.72 - -

Table 1. Effective (dimensionless) free-energie difference (-In %) ) where P; and P; are the probabilities of the
minimum 1 and the of ith minima shown in Figure 1 for the WT and the variants .

Dimer Dimer Dfnc Dfnc Monomer | Monomer
Protein | Parallel | Anti-parallel | Parallel | Anti-parallel | Parallel | Anti-parallel
WT 16.5 27.9 29.1 28.7 10.6 28.4
A30P 18.2 35.1 21.0 27.0 10.9 31.1
AS53T 17.1 294 22.8 30.8 11.0 22.4
E46K 18.9 31.8 23.1 30.0 10.3 25.8

Table 2. Percentages of residues in parallel and anti-parallel intra- and inter-molecular /3-sheets computed with
CUTABI for the ensemble of dimers, the sub-ensemble of Dfnc and for isolated monomers.

Table 3. Clustering of the gyration radius probability density using the GMM algorithm. The values in brackets are

Protein Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Average value
WT | 33.5A (60%) | 422 A (40%) - 37.0 A (100 %)
A30P | 37.6 A (73%) | 47.6 A (16%) | 26.1 A (11%) | 37.9 A (100 %)
AS3T | 31.1A (41%) | 37.6 A (38%) | 43.8 A (21%) | 36.2 A (100 %)
E46K | 32.7 A (72%) | 41.7 A (28%) - 35.2 A (100 %)

the corresponding % of the ensemble of the conformations.

Protein | Mean contact | Inter-molecular 3-sheet (all dimers) Nfc in Dfnc
WT 188 188 T75, A76, K80, T81,V82, A85, S87-G93
A30P V70 A90 S87, 188, A90-V95
AS53T L38 L38 T44-N65, S87-T92
E46K V49 Y39 V26-E28, V37-N65

Table 4. Main residues or segments identified by MD as important for the dimerization of «-syn from the maxima

of propensity for the mean contact, inter-molecular 3-sheets and Nfc.
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Chapitre 5

Résultats : Etudes du segment 38-53 de

I’a-synucléine

5.1 Comportement des angles dihédraux des résidus du

segment

Comme explicité dans 'introduction la région 38-53 de la séquence présente un intérét tout
particulier dans la protéine a-syn. En effet, cette région a été décrite grace a 'utilisation de la
dynamique moléculaire tous atomes comme étant propice & former une hairpin de deux brins,
38-44 et 47-53, dont la boucle se constitue de 2 résidus en 45-46 (voir chapitre Introduction
page [68]. Cependant les simulations présentant cette conclusion s’appuient sur
un faible pourcentage de formation de ces structures. Cette faible statistique laisse donc une
grande part d’inconnue sur cette région. Nous avons donc réalisé une analyse de cette région

a partir de 'ensemble des monomeéres isolés extraits de nos simulations calculée avec le pro-

gramme UNRES (voir [chapitre 2|section 2.1] page[23)). Le but de notre analyse est de comparer

nos résultats avec ceux déja publiés mais également d’apporter d’autres éléments sur le com-
portement de cette région lorsqu’elle ne forme pas une hairpin. Dans un premier temps, en

utilisant cette région comme point de départ, une analyse globale des couples d’angles (6,7)

(voir [chapitre 2 [figure 2.5]) formés par chaque résidu présent dans la région 38-53 a permis de
mettre en évidence les différentes possibilités de conformations de ce segment (figure 5.1)).
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FIGURE 5.1 — Paysage d’énergie libre des couples d’angles dihédraux v et de liaisons 8 pour les
AA 38 a 53 sur I'ensemble des monoméres isolés pour le WT.

La majorité des AA présentent un état (état 1) entre -150° et -180° pour 'angle «y (cercles
discontinus noirs, cette région du paysage d’énergie libre (v,0) est trés favorable a la
formation de feuillets 5 . Les AA 38,42,43,51,52, et 53 ont pour états majoritaires cette région.

Un second état (état 2) est identifié dans la région 110°< 6 <120° et 30°< v <60° (cercles
continus verts . Tous les AA sont concernés par cet état exceptés les AA 42,43,44,52
et 53 ol il est trés minoritaire. L’intervalle d’angle v 30° - 60° recoupe celui des hélices défini par
CUTABI mais I'intervalle de I'angle 6 est cependant plus grand que celui des hélices. La figure 8
dans notre publication [95] montre bien I’absence d’hélices dans cette région des angles 6. Il s’agit

donc d’un autre type de structure atypique encore jamais discuté dans la littérature a notre
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connaissance que nous avons appelé une tresse. Ce type de structure posséde des caractéristiques
proches de I’hélice par sa forme hélicoidale ce qui impose aux résidus la constituant des angles ~
semblables & ceux d’une hélice. Cependant, le fort encombrement stérique impliqué dans cette

structure impose une élongation de la chaine conduisant & un angle 6 légérement supérieur.

Un troisiéme état (état 3) 80°< 6 <100° et -50°< v <0° est occupé par les AA 40,43 mais
également plus faiblement par le 42 (représenté par un cercle rouge continu sur la .
Cette région est un marqueur de la présence d’une boucle proche de ce résidu. Cet état est
couplé avec un état possédant un angle v au dela de 50° et un angle # compris entre 80° et 110°.
Ce quatriéme état (état 4) se retrouve avec une grande probabilité chez les résidus 41 et 44

(cercles rouges discontinus |figure 5.1). En couplant la détection des état 3 et 4, on peut définir

la position d’une boucle composée de deux résidus dans une hairpin (voir [chapitre 2|jsection 2.2|
page

Un grand nombre d’états différents minoritaires sont également présents sur cette carte et

confirment la grande flexibilité de la protéine et de ce segment en particulier. On donne a la
figure 5.2 une représentation 3D des 3 possibilités majoritaires de repliement du segment 38-53

chez I'a-syn : la hairpin, la tresse et la structure aléatoire.

< A
\\ . S g‘l@
oy S

\J’\
3

FIGURE 5.2 — Conformations 3D des 3 types de structures identifiées dans la région 38-53 dans
notre ensemble de monomeres. La région 38-53 est colorée en orange., le Nterm en bleu (1-60),
le NAC en rouge (61-95) et le Cterm en vert (96-140). De gauche a droite : la hairpin, la tresse
et la structure aléatoire.

5.2 Mise en évidence des trois types de structures princi-

pales

Nous avons étudié la présence des trois types de conformations détectées dans la partie
précédente sur le segment 38-53. Dans le cas de la hairpin, nous détectons les boucles contenues
dans cette portion de séquence. Les hairpins formées par ces boucles peuvent former des feuillets
B bien au-dela des résidus du segment pris en compte. Pour des raisons explicitées plus loin,

nous avons étendu l'analyse des boucles formant des hairpins sur le segment 35-53.
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FI1GURE 5.3 — Histogramme de probabilité de formation de boucle sur le segment 35-53 formant
une hairpin, la tresse et le repliement aléatoire pour le WT (noir), A30P (rose), A53T (orange)
et E46K (cyan) dans I’ensemble des monomeéres.

Les proportions des 3 types de structures retrouvées sur le segment 35-53 sont données
ffigure 5.3] Le résultat marquant de cette analyse est que le WT favorise la formation d’hairpins
par rapport aux mutants, ce qui réduit sa probabilité de former des repliements aléatoires. La
tresse est la conformation la plus représentée pour le mutant A53T. Le mutant A30P favorise

beaucoup plus la formation de repliements aléatoires que les autres protéines.

La classe hairpin : les différentes conformations possibles

En considérant les boucles des hairpins comme étant des couples de résidus, on définit des
histogrammes de probabilités de formation de couple de boucles au sein d’une hairpin a deux
résidus noté H,/,,1. La comparaison donnée a la [figure 5.4/ démontre une bien plus grande
probabilité de formation de la hairpin Hy;_4o chez le WT (p=0.20) comparé aux mutants avec
un rapport de 2 entre le WT et les deux mutants A30P (p=0.09) et A53T(p=0.1) et un rapport
de 4 avec le mutant E46K (p=0.05).

La Hys_46 retrouvée dans les simulations de la ref [68] n’apparait que trés rarement dans nos
conformations (p<<0.01). La hairpin ayant une probabilité non négligeable dans notre ensemble
est la Hys_47 avec une probabilité de présence de 0.05 pour le WT. E46K est nettement plus
favorable & sa formation avec une probabilité de présence 0.09. La boucle est constituée du
motif E46G47 pour le WT, A30P et A53T mais de K46G47 pour E46K. La lysine est plus
favorable a la formation de boucles par rapport a ’acide glutamique ce qui pourrait expliquer
ces écarts de probabilité de formation.

Un intérét particulier peut étre également porté a la Hss_36 qui posséde une forte probabilité

de formation chez le WT (pwr=0.18) contrairement aux mutants(pazop=0.01, pas3r=0.04,
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pPrasrx —0.08). Lorsque cette hairpin se forme pour le WT, elle est couplée trés souvent avec la

Hy1 4o (p=0.08). Ce phénomeéne est beaucoup plus rare pour les mutants.

0.20

Probabilité de formation
o
=
o

0.05

35-36/41-42 35-36 41-42 46-47

FIGURE 5.4 — Histogramme de probabilité de formation des hairpins sur le segment 35-53
suivant la position de la boucle constituée de deux résidus dans ’ensemble des monomeres. Le
couple de résidus appartenant a la boucle de la hairpin est donné avec X,X-+1 sur 'axe des
abscisses. Le cas 35-36/41-42 donne la probabilité de formation des deux boucles simultanément.

Dans les analyses suivantes nous chercherons a comprendre le comportement générale de
chaque hairpin et son impact sur le reste de la protéine. Pour cela nous avons regroupé toutes
les conformations contenant chaque type de hairpin dans des classes. Nous avons ensuite réa-
lisé les CM de I’ensemble des conformations contenu dans chaque classe. La méthodologie de
construction des CM est donnée dans la partie Méthode. (voir @ page

- Etude de la Hairpin 46-47 (Hys_47)

Les CM des conformations possédant le hairpin Hye_47 sont données [figure 5.5 En s’inté-
ressant dans un premier temps au WT, on remarque une bande perpendiculaire a la diagonale
de la CM de probabilité proche de 1, centrée sur les résidus 46 et 47 correspondant & la hairpin
recherchée dans cette classe. Son premier brin se forme du résidu 38 au 45 et le second du 48
au bH soit 18 résidus en totalité en incluant les deux résidus composant la boucle. Dans ces
conditions on est trés proche de la configuration retrouvée dans la reférence [68]. Avec ce type
d’hairpin de taille fixe le WT posséde 3 configurations majeures, représentées a la [figure 5.5,

qui sont :

Conformation A : Une multitude de feuillets § anti-paralléles successifs (A1,A2 Hys_47 et
A3) se forment du Nterm jusqu’au début du NAC créant un plan § dans lequel la Hyg_47 fait

interagir son premier brin avec le Nterm et son second avec le NAC.
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FIGURE 5.5 — Chaque ligne de figures correspond a chaque protéine (WT, A30P, A53T et
E46K). Cartes portant le nom des protéines : CM de la protéine compléte pour la classe des
conformations possédant la hairpin Hy_47 . A cOté de chaque carte, on retrouve un zoom de
ces cartes pour le segment 26-67. Des représentations 3D sont données pour illustrer les cartes
avec pour code couleur en bleu le Nterm 1-61, en rouge le NAC 61-95 , en vert le Cterm 96-140
et en orange le segment 38-53. La position des mutations est identifié par une sphére jaune.

Conformation B : La protéine est cette fois plus étirée avec un trés grand feuillet 5 (B1).
Ce feuillet § fait interagir le debut du Cterm avec le premier brin de la Hy_47 . Une petite
portion dans le NAC du feuillet 5 (B1) modifie légérement sa structure pour former un feuillet

B paralléle avec le Nterm (B2) permettant de rendre la structure globale trés rectiligne.

Conformation C : Une conformation hybride entre la tresse et la Hys_47 mettant en avant le

lien étroit entre ces deux configurations. A cette configuration s’ajoute un repliement du NAC
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avec le Nterm sous forme d’un feuillet S anti-paralléle contenu dans un plan [ constitué de 3

brins (C1).

La longueur de la hairpin Hys_ 47 semble ne varier que trés peu chez le WT contrairement
aux mutants ot I'on observe plusieurs longueurs possibles avec différentes probabilités. Une
hairpin trés courte 41-52 (12 résidus) est observable chez les 3 mutants (notée A). Les figures
3D associées pour A30P et E46K montrent une formation d’une succession de 3 brins dont deux
sont paralléles et un anti-paralléle (partie orange conformation (A)). Cette petite hairpin chez
AB3T est présente a l'extrémité d'un trés grand feuillet A2. Cette configuration correspond
également a la conformation (C) de E46K. E46K et A30P possédent également une Hyg_47 plus
longue du résidus 38-55 semblable a celle du WT (conformation (B)). Les contacts sont présents
mais la formation du feuillet S complet n’est pas validé par CUTABI dans les conformations

(B) représentées pour ces mutants.

- Etude de la Hairpin 41-42 (Hy;_45)

Ce type d’hairpin est la plus probable chez les 4 types de protéines étudiées et plus particu-
lierement chez le WT. Les CM de chaque protéine pour cette classe sont données [figure 5.6. Le
WT forme une trés grande variété de structures contenant cette hairpin. Comme pour Hyg_47 ,
différentes tailles d’hairpin sont possibles. On en dénombre trois pour la Hy_4o chez le WT,
deux pour A30P et A53T et une pour E46K. La plus petite est constituée de 10 résidus allant
du 37 au 46 (conformation (A) pour les 4 protéines). Cette petite hairpin se forme associée a
la H35_ 36 pour les 4 protéines au sein d’'un plan 3 plus ou moins grand. En particulier pour
A30P, la conformation (A) montre une seconde boucle formée par la mutation permettant
I’ajout d’un 4éme brin dans le plan 3. Ce type de structure connait une autre forme chez E46K
(conformation B) avec un repliement paralléle du brin B2 sur le premier brin de la Hy; 45 . La
configuration B pour A53T,A30P et le WT est une hairpin imparfaite plus longue de 16 résidus
incluant les résidus 34 a 49 se liant une nouvelle fois & des brins anti-paralléles du Nterm dans
un plan § de taille plus conséquente. La mutation A30P impose la formation d’'une boucle et
donne donc une typicité différente dans la formation du plan . Enfin le WT prend une derniére
configuration avec une hairpin de 30 résidus du 26 au 57 ou cette fois on ne retrouve pas la

formation de plan /5 mais une hairpin libre (configuration (C)).

On remarque une multitude de repliements possibles de la fin du Cterm avec le reste de la

protéine (pour le WT visible notamment sur la conformation (C).)
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FIGURE 5.6 — Chaque ligne de figures correspond a chaque protéine (WT, A30P, A53T et
E46K). Cartes portant le nom des protéines : cartes de contact de la protéine compléte pour la
classe des conformations possédant la hairpin Hy_4o . A co6té de chaque carte, on retrouve un
zoom de ces cartes pour le segment 26-67. Des représentations 3D sont données pour illustrer
les cartes avec pour code couleur en bleu le Nterm 1-61, en rouge le NAC 61-95 , en vert le
Cterm 96-140 et en orange le segment 38-53. La position des mutations est identifié par une
sphére jaune.
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La classe tresse

La tresse est une structure atypique jamais discutée a notre connaissance dans la littérature.
Ses caractéristiques a la fois de feuillet 5 et d’hélice lui conférent des propriétés particulieres,
notamment au niveau des angles dihédraux des résidus qui la constituent. La méthode de
détection de cette structure est explicitée dans la partie Méthode ( page [29)).
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FIGURE 5.7 — Cartes de contacts des protéines a-syn WT, A30P, A53T et E46K de la classe
tresse. Des représentations 3D sont données pour illustrer les cartes avec pour code couleur en
bleu le Nterm 1-61, en rouge le NAC 61-95 |, en vert le Cterm 96-140 et en orange le segment
38-53. La position des mutations est identifiée par une sphére jaune.

La probabilité de présence de la tresse pour les 4 protéines d’étude est de prés de 0.3 pour
AB3T, environ 0.2 pour E46K et le WT et moins de 0.15 pour A30P. Sa présence n’est donc pas
négligeable et son fort encombrement peut avoir un impact crucial sur d’éventuels repliements
du reste de la chaine sur cette région mais également sur I'agrégation avec un autre monomeére
d’a-syn.

La méme étude que pour les hairpins a été effectuée sur le groupe des conformations possé-
dant une tresse. Sur les CM données la tresse est facilement identifiable par un trace
épaisse perpendiculaire a la diagonale car les résidus présents dans la structure vont former
plusieurs contacts sous le rayon de coupure utilisé.

Les résidus impliqués vont du 37 au 51, avec une boucle constituée de 3 résidus 43,44 et
45. Les CM données montrent que la structure n’interagit que peu avec le reste de la
protéine contrairement aux hairpins présentées précédemment. Les représentations 3D données
sous les CM exposent la grande variété des conformations prises par les différentes

protéines possédant la tresse. Le NAC et le Nterm du WT ont la capacité en présence de la tresse
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de former de trés grand feuillets 5 constitués de plusieurs brins dans un plan 5 (conformation
(A)) ou a l'inverse d’étre totalement distincts avec une formation d’hélice a la jointure des deux
régions (conformation (B)). Pour A30P, le Nterm forme un trés grand feuillet imparfait dont
la boucle est positionnée au niveau de la mutation. A53T posséde un type de conformation
trés riche en hélices. E46K peut avoir une conformation hybride avec un Nterm trés agrégé en
feuillets £ et une hélice a la jointure Nterm-NAC séparée par la tresse. La tresse semble donc

étre une structure n’impactant que les résidus la constituant.
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FIGURE 5.8 — Cartes de contacts des protéines a-syn WT, A30P, A53T et E46K de la classe
aléatoire. Des représentations 3D sont données pour illustrer les cartes avec pour code couleur
en bleu le Nterm 1-61, en rouge le NAC 61-95 , en vert le Cterm 96-140 et en orange le segment
38-53. La position des mutations est identifiée par une sphére jaune.

Les classes hairpin et tresse étudiées précédemment ne représentent pas statistiquement la
majorité des conformations prises par le segment 38-53. En effet, la plupart des conformations
des quatre protéines étudiées ne posseédent ni hairpin ni tresse dans cette région. Le segment
est simplement déplié de maniére aléatoire ou forme un feuillet a plus longue distance n’étant
donc pas considéré comme une hairpin. Les CM présentées a la montrent I'immense
variété de contacts possibles au sein des 4 différentes protéines, conduisant & de multiples
possibilités de conformations différentes. Dans les 4 protéines, le Nterm avant le segment 38-53
semble pouvoir former plus de contacts. A30P différe par la tres longue trace perpendiculaire
a la diagonale de la CM centrée sur le résidu 30 de sa mutation (en rouge). La représentation
3D d’une structure possédant cette propriété est donnée en dessous de la carte. On identifie
facilement le long feuillet incluant une partie du segment 38-53 (en orange) avec la mutation
dans sa boucle. Pour les autres mutants une structure 3D choisie aléatoirement est présentée
sous chaque CM . On observe sur les conformations choisies pour le segment 38-53
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une forme de boucle élargie chez le WT et A53T et une forme tres allongée chez E46K.

5.3 Etude approfondie de la tresse

Résidus favorables a la formation d’une tresse

L’étude du segment 38-53 nous a amené a repérer la présence de la tresse dans cette région
de la protéine. On peut se demander si ce phénoméne est propre a ce segment ou si il se produit
également dans une autre région de I'a-syn . La gamme d’angles utilisée pour détecter une
tresse peut étre recherchée pour tous les résidus de la protéine de sorte a déterminer ceux étant
favorables a sa formation. Cette méthode ne confirme pas la formation d’une tresse puisque

celle-ci nécessite une coordination de plusieurs résidus, mais la capacité de certain résidu a

prendre les angles propices a sa formation.

1 61 95 140
N-terminal . NAC C-terminal
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FIGURE 5.9 — Probabilité qu'un résidu posseéde la gamme d’angles favorables & la formation
d’une tresse pour le WT (noir), A30P(rose), A53T (orange) et E46K(cyan) dans I’ensemble des

monomeres.

La montre que les résidus susceptibles de former une tresse sont majoritairement
dans la région du Nterm pour le WT et les mutants. Pour le WT, on retrouve deux pics
majeurs incluant les résidus 39YVG41 (p=0.12, 0.14, 0.12, respectivement) et 48GVVHG51
avec une probabilité supérieure a 0.1 pour tous ces résidus et un maximum pour G51 avec
p=0.15. D’autres pics sont présents dans le NAC avec le segment 66VGG68 (p=0.1,0.06,0.14,
respectivement) et des résidus ponctuels G73,E83,G86 (p=0.07, 0.08, 0.08, respectivement). On
remarque que les résidus favorables a cette gamme d’angles sont majoritairement des glycines et
des valines. La valine posséde une chaine latérale courte et la glycine n’en possede pas. Ce sont
également des résidus hydrophobes au méme titre que les alanines et que la tyrosine 39 dont les

probabilités de formation sont également élevées. L’hydrophocité ne semble pas étre I'unique
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condition puisque le NAC est bien plus hydrophobe que le Nterm cependant on y trouve moins
de résidus favorables a la formation de la tresse. C’est la combinaison de résidus hydrophobes
et de glycines qui apparait comme un facteur important. En effet par exemple les résidus G51,
G73 et G86 favorables a la formation d’une tresse possédent tous deux un voisin hydrophobe
(V52, V74 et A85 respectivement).

La comparaison entre les différentes protéines montrent un comportement quasi similaire
entre le WT et A30P (excepté une décroissance forte pour A30P proche du résidu 30). Par
rapport au WT, la mutation A53T favorise la formation de la tresse sur le segment possédant
deux pics 39-51 et la diminue légérement dans le NAC. Les probabilités de formation de la

tresse pour E46K sont semblables au WT dans le Nterm mais plus faibles que celui-ci dans le
NAC.

Simulation du segment 38-53 seul avec UNRES
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FIGURE 5.10 — Nombre de résidus possédant des angles favorables a la formation de tresse
au sein des simulations du segment 38-53 seul. Une courbe est donnée pour chaque trajectoire
en fonction du temps. Une représentation 3D du cas de figure possédant le plus de résidus
favorables dans la trajectoire 09 est donnée sous la courbe. Le résidu 38 est matérialisé par une
sphére bleu et le résidu 53 par une sphére orange.

On peut se demander si la tresse se forme en raison des résidus qui la compose ou si un
effet d’environnement de la séquence est responsable de la formation de cette structure dans
I'a-syn . Pour répondre a cette problématique, nous avons simulé le segment 38-53 seul. La
séquence compléte du peptide simulé est donc 38LYVGSKTKEGVVHGVAS3 . Dix trajectoires
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de dynamique moléculaire dans ’ensemble NVT a 310K, partant d’une conformation rectiligne
du peptide ont été simulées. Chaque trajectoire est constituée de 50 millions de pas équivalent &
un temps effectif de 200 ms. Les coordonnées cartésiennes des atomes ont été sauvegardées tous
les 1000 pas donnant ainsi 50000 conformations par trajectoire. Pour chaque trajectoire, nous
avons calculé les angles dihédraux et de liaison de chaque résidu qui ont ensuite été comparés
a la gamme d’angles utilisée dans la détection des tresses. La donne en fonction
du temps le nombre de résidus dans les conditions favorables a la formation d’une tresse au
sein du peptide 38-53. On considére qu’a partir de 3 résidus, la structure du peptide commence
a former une boucle. Une représentation 3D de ce cas de figure est donnée sous les courbes
(extraite de la trajectoire 09). On remarquera que les conformations comprenant 3 résidus se
forment de maniére trés sporadique dans les trajectoires. Aucune trajectoire n’arrive a maintenir
un nombre de résidus au dela de 3 de maniére stable sur la durée. Aucune tresse comparable
a celle obtenue dans nos simulations de I’a-syn compléte n’est observée dans ces trajectoires
du segment 38-53 seul. La stabilité globale de la tresse semble donc étre causée par un effet

d’environnement du reste de la séquence de I'a-syn .

Les différentes portions du segment 38-53 : impact de chaque portion

sur la formation potentielle d’une tresse

Le comportement de ce segment seul n’étant pas propice a la formation de tresse, on peut se
demander si dans un autre environnement, c¢’est a dire dans une autre protéine que I’a-syn ce
segment réagit de la méme fagon. Le segment 38LYVGSKTKEGVVHGVAS53 n’existe que chez
la protéine a-syn dans ’ensemble des protéines de la PDB a ce jour. En effet, cette protéine est
la seule connue a posséder le motif KTKEGV. Cependant, les deux autres parties de la séquence
LYVGS et VHGVA se retrouvent dans 393 et 35 autres protéines de la PDB respectivement.
Parmi celles-ci, nous avons sélectionné a 1’aide du logiciel BLAST un petit peptide possédant le
motif LYVGS de 13 acides aminés 1CVLYVGSGINWVF13 dont le nom est "immunoglobulin
light chain junction region" [96]. Ce peptide a été simulé dans les mémes conditions que le
segment 38-53 seul. Nous avons également simulé ce peptide en changeant le motif LYVGS par

KTKEGV et VHGVA. Nous avons donc simulé 3 peptides possédant les séquences suivantes :

- CVLYVGSGINWVF
- CVKTKGEVGINWVF
- CVVHGVAGINWVF

L’évolution en fonction du temps du nombre de résidus possédant des angles favorables a
la formation d’une tresse est donnée [figure 5.11] La simulation du peptide original possédant
le motif LYVGS (courbes de gauche en rouge) montre une tendance a atteindre fréquemment
3 résidus mais la stabilité semble discutable. Le peptide contenant le motif KTKEGV (courbes
centrale en orange) a un comportement semblable a celui du segment 38-53 avec tres

peu de conformations contenant 3 résidus. Avec le motif VHGVA (courbes de droite en vert), le
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peptide a cette fois un comportement tres favorable a la formation de tresse en atteignant tres
rapidement dans toutes les simulations un nombre de 4 résidus. La représentation 3D donnée
permet de voir en vert le motif VHGVA qui donne la forme de tresse au peptide. Ce motif
est constitué de 3 résidus hydrophobes (2 valines et 1 alanine) ainsi que d’une glycine. Ces
résidus ont été identifiés précédemment (partie comme étant les plus favorables a

la formation de tresse lorsqu’ils sont combinés.
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FIGURE 5.11 — Nombre de résidus possédant des angles favorables a la formation de tresse
au sein des simulations du peptide 1ICVLYVGSGINWVF13 (panneau de gauche en rouge),
ICVKTKEGVGINWVF13 (panneau au centre en orange) et ICVHGVAGINWVF13 (panneau
de droite en vert). Une courbe est donnée pour chaque trajectoire en fonction du temps. Une
représentation 3D du cas de figure possédant le plus de résidus favorables pour le peptide
1CVHGVAGINWVF13 est donnée a droite. Le Nterm est matérialisé par une sphére bleu et le
Cterm par une sphére orange. La partie en vert correspond aux résidus du motif VHGVA.

D’apres la le LYVGS et surtout VHGVA semblent favorables a la formation
d’une tresse dans un petit peptide dans les simulations réalisées avec UNRES. Afin d’examiner
Ieffet de I'environnement sur la formation d’une tresse, nous avons aussi réalisé une simulation
de deux protéines contenant ces motifs. Elles sont toutes les deux des structures cristallisées
extraites de la PDB. La premiére protéine contient le motif VHGVA (code PDB : 2jfq), la
structure compléte se présente sous forme de dimére, dans notre cas uniquement un monomere
a été simulé. Le RMSD du motif VHGVA est donné ffigure 5.12 panneau (A). La protéine n’étant
pas sous sa forme dimérique, la stabilité a été affectée et UNRES a donc déplié la protéine. Le
segment VHGVA a l'origine dans un feuillet 5 (partie orange sur les représentations 3D) a un
RMSD trés fluctuant et se retrouve donc au cours de la simulation dans diverses conformations
aléatoires mais ne forme a aucun moment une tresse. Cette protéine possede dans sa séquence
4 motifs GV (dont un dans VHGVA) et 1 motif VG. Ces motifs favorables a la formation de

tresse chez I’a-syn n’ont pas provoqué la formation de tresse chez 2jfq.
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La seconde protéine contenant le motif LYVGS (code PDB : 3c6u) cristallisée sous forme
monomeérique ne connait pas de fort changement structurel au cours de la simulation. Le RMSD
représenté panneau (B) montre trés peu de variation pour le segment contenant le
motif LYVGS. Ce segment a l'origine dans un feuillet 5 conserve sa forme. Cette protéine
contient 1 fois le motif GV et 4 fois le motif GV (dont une fois dans LYVGS), on remarquera
également une portion de séquence VHGVY trés semblable & VHGVA. Malgré ces nombreux
éléments propices a la formation de tresse la protéine n’en a en aucun cas formé lors des

simulations réalisées avec UNRES.
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FIGURE 5.12 — RMSD du segment possédant le motif VHGVA ou LYVGS dans des simulations
de dynamiques moléculaires (NVT) réalisées avec UNRES en partant de deux protéines cris-
tallisés 2jfq (VHGVA) (bleue, panneau (A) et 3c6u (LYVGS) (jaune, panneau B). Les barres
pointillées donnent les débuts et fins des différentes trajectoires réalisées. Les structures 3D
représentées donnent en orange la portion de la séquence étudiée dans le RMSD.

Stabilité de la tresse avec un champ de force tous atomes

Deux analyses ont été réalisées afin de déterminer si la tresse est une structure possible dans
une représentation tous atomes. Deux conformations possédant une tresse reconstruites en tous
atomes grace au programme MMTSB [90] ont été sélectionnées aléatoirement comme étant le
point de départ d’une trajectoire de dynamique moléculaire tous atomes. Deux champs de force
différents ont été utilisés dans cette étude. Le premier est CHARMM36m (C36m) construit pour
I’analyse des protéines intrinséquement désordonnées, ce champ de force est associé & un modéle
d’eau TIP3P [97]. Le second champ de force est AMBER [98] [99]. L’étude précédente a montré
que l'entiéreté de la protéine était nécessaire pour la formation d’une tresse, les simulations
tous atomes ont donc été réalisées en utilisant la protéine compléte.

Les RMSD du segment 38-53 relatifs a la structure initiale & t=0 calculés avec ces deux
champs de force sont représentés a la . La premiére simulation (figure 5.13) panneau
(A)) montre que la forme globale de la tresse s’est stabilisée aprés une nanoseconde de simu-
lation, sans conserver parfaitement sa géométrie avec les deux champs de force. Le RMSD a

fait un saut d’environ 3 A au début puis s’est stabilisé apres 1 nanoseconde. Les trois boucles
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initiales se sont dépliées en deux boucles puis une seule dans la derniére structure générée par
la simulation & t=140ns.

Dans la seconde simulation (figure 5.13| panneau (B)), la tresse s’est trés vite dépliée avec
le champ de force C36m pour former une boucle simple qu’elle maintiendra tout au long de la
simulation comme le montre la stabilité du RMSD. Avec AMBER, la structure s’est rapidement
dépliée en deux boucles. Le RMSD montre plusieurs grandes fluctuations a partir de 30 ns. Le
segment va complétement se déplier et prendre plusieurs configurations aléatoires désordonnées
illustrées par la derniére structure a t=140ns.

Les contraintes stériques de la structure initiale montre que ce type de structure est possible

mais instable en tous atomes avec les champs de force C36m et AMBER.
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FIGURE 5.13 — RMSD du segment 38-53 pour les simulations tous atomes réalisées a partir
d’une structure initiale d’a-syn compléte possédant une tresse. Avec en bleu les simulations
réalisées avec AMBER. et en rouge celles réalisées avec C36m. En dessous des courbes, des
représentations 3D du segment 38-53 sont données a différents temps. Le chemin bleu correspond
aux structures pour AMBER et le chemin rouge a celles pour C36m. Les panneaux (A) et (B)
montrent les deux trajectoires simulées avec des structures initiales différentes.

Formation de tresse chez Ap

La protéine Af est réputée pour son implication dans la maladie d’Alzheimer. |7, [8,[9]. Son
comportement est trés semblable a I’a-syn car elle est également capable de former des fibrilles
riches en feuillets S générant une neurotoxicité élevée. Cette protéine est cependant plus courte,
il en existe 2 types Af1_40 et A _42. L’ajout de deux résidus (une isoleucine et une alanine) en
fin de chaine engendre une toxicité plus élevée de la protéine [100]. La séquence d’AS est DAE-
FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV(IA). On peut identifier dans cette
séquence une forte présence de valines et de glycines en fin de chaine VGGVV probablement
propice a la formation de tresse. 10 trajectoires de dynamique moléculaire (NVT) avec UNRES
ont été réalisées dans les mémes conditions et pour la méme durée que le segment 38-53 seul
pour chacune des protéines Af3;_49 et AB;_42.Ces simulations sont motivées par une publication
précédente réalisée avec UNRES en 2010 et dont les résultats sont montrés a la pan-
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neau (A) [I01]. 3 types de structures différentes prises par AS;_4 ont été identifiées en fonction
de leur énergie. La conformation la plus probable présente une hélice (conformation (1)). Il est
possible d’identifier sur la représentation 3D de la conformation (1) une structure semblable
a une tresse dans le C-terminal . Cette remarque s’applique également a la conformation la
moins probable présentant des feuillets 5 (conformation (2)). Les structures 3D représentatives
de nos simulations pour AfS;_49 sont données panneau (B) et montrent les 3 types
de conformations retrouvées. Les conformations (1) et (2) sont semblables & celles retrouvées
dans la ref [I01] et la troisiéme (3) est une autre conformation ou une partie de I’hélice a été

tronquée pour former une tresse.
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FIGURE 5.14 — Panneau A : Proportion des populations retrouvées dans des simulations réali-
sées avec UNRES sur Af;_49 et structures 3D correspondantes [101].

Panneau B : Représentations 3D de structures d’Af;_4 retrouvées dans nos simulations.
Panneau C : Probabilité de formation d’angle favorable au repliement d’une tresse pour A4
(en rouge) et pour Af;_4o (en vert) et représentations 3D des structures d’Af;_4o retrouvées
dans nos simulations.

Le graphique donné a la panneau (C) représente la probabilité quun résidu
posséde les angles propices a la formation de la tresse calculée pour les trajectoires d’AS;_49 (
courbe rouge) et Af;_4o (courbe verte). On remarque pour Af3;_4 une probabilité assez élevée
a partir du résidu 20 jusqu’au résidu 33. On retrouve 3 pics majeurs pour G25, A30 et G33.
On remarque que G25 est précédé d’une valine V24 ainsi que A30 précédé de V29. Le résidu
G33 est également précédé de deux isoleucines et suivi par une alanine qui sont deux types de
résidus trés hydrophobes.

Pour AfS,_40, la probabilité de former une tresse est similaire a Af;_40 mais reste élevée
jusqu’au résidu 37 soit 4 résidus de plus qu’AS;_40. Le résidu 37 est une glycine précédée une
nouvelle fois d’une alanine A36. Le pic du résidu G33 est également plus élevé chez AB; 4.

Deux exemples de conformations retrouvées dans nos simulations pour Af3;_4s sont donnés au
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dessus du graphique. On retrouve majoritairement une conformation avec une hélice semblable
a la conformation (1) de AS;_4 mais également des conformations trés rares statistiquement

présentant des trés grandes tresses (conformation (4)).

5.4 Généralisation de 1’étude des boucles dans les mono-
meéres d’alpha-synucléine

On peut étendre I'analyse des hairpins a la totalité de la séquence de la protéine pour détecter
si d’autres régions de la protéine sont également propices a leurs formations. La courbe de
formation de boucles & deux résidus détectables par CUTABI au sein des hairpins par rapport
a la séquence est donnée @ (en rouge) accompagnée de la courbe de probabilité de
formation de feuillet S (en vert) et d’hélice (en bleu) pour les monomeéres du WT de a-syn .
Les courbes des hélices et des feuillets 5 ont déja été discutées dans notre publication sur les
monomeres [I](chapitre 3). La courbe rouge vient s'intercaler dans plusieurs minimas de la
courbe verte montrant ainsi qu'une partie des feuillets 8 formés sont des hairpins. Les pics
rouges n’étant pas de la méme hauteur que les pics verts on peut en déduire que les hairpins
ne sont pas la conformation principale dans laquelle les résidus s’arrangent pour former des
feuillets (. Ainsi, des feuillets § a moyenne et longue distance mais également des hairpins
constituées de plus de deux résidus dans leur boucle, se retrouvent en majorité dans notre

ensemble de monomeéres du WT.
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FIGURE 5.15 — Probabilité par résidu de formation d’hélice (bleu), de feuillet 8 (vert) et de
boucle dans une hairpin (rouge) pour les monomeéres du WT d’a-syn .

On retrouve un grand nombre d’hairpins différentes possibles dans la protéine majoritaire-
ment localisées dans la région du N-term dans laquelle on compte 4 pics majeurs correspondant

a 4 couples de résidus. On retrouve Hiz_14(p=0.21), Hoy 25(p=0.19), ainsi que les deux pics
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des Hss_ 36 et Hy1_49 . La hairpin Hyg_47 ne se présente pas comme un pic majeur dans cette
courbe. Dans le NAC on retrouve deux régions majeures : un pic correspondant a la double
glycine caractéristique d’une grande flexibilité Hggr—ces(p=0.19), et un pic un peu plus large
intervenant dans 2 couples Hpgo oz €t Haos— ros avec prgo=0.05, pao3=0.10 et prgs=0.06. Le
pic en K60 est proche du résidu le plus probable en hélice K58 . La probabilité en K60 de
formation de boucle est trés faible pourtant la probabilité de former un feuillet 5 présente deux
pics bien distincts dans cette région dont les maxima sont formés a V55 et V63. La probabilité
de formation de feuillets 5 des résidus K58,T59 et K60 est inférieure & 0.4, ce qui signifie qu’on
peut avoir de maniére assez probable une hairpin possédant une boucle a 3 résidus indétectable
par CUTABI. Ces résidus ne contribuent donc pas a la probabilité de formation des boucles

représentée.

L’autre possibilité est que cette région est en mesure de former des feuillets 3 a plus longue
distance. On peut s’intéresser aux deux résidus dont la probabilité est maximale dans cette
région V55 et V63. En utilisant CUTABI, on peut sortir la probabilité pour chaque résidu d’étre
en interaction sous forme de feuillet 3 avec le résidu étudié dans I’ensemble des monomeéres.
La courbe correspondante est donnée [figure 5.16| pour V55 et V63. Les pics majoritaires sont
I'interaction entre ces deux résidus sous forme d’une hairpin. On retrouve a probabilité égale
une interaction de V63 avec T72 probablement sous forme d’une autre hairpin. V55 réalise
plusieurs feuillets # a longue distance avec le Nterm mais également avec le reste du NAC et
méme avec certains résidus du Cterm. V63 favorise également un feuillet 5 avec le résidu A19
avec un probabilité de prés de 0.1 et interagit également avec le reste du NAC mais trés peu
avec le Cterm. Les résidus au voisinage du résidu 60 de la protéine sont donc capables de former
une hélices ou un feuillet 5 sous forme d’une hairpin ou un feuillet 5 & longue distance. Ils sont

donc probablement trés importants dans la protéine.
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FIGURE 5.16 — Probabilité de formation de feuillets 5 entre un résidu et le reste de la séquence
dans I’ensemble des monomeéres isolés de la forme WT d’a-syn . Les deux résidus étudiés V55 et
V63 sont identifiés sur la séquence par une barre pointillée de la méme couleur que leur courbe
correspondante (bleue et rouge respectivement)
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5.5 Analyses des trois types de structures dans les diméres

L’étude du segment 35-53 a été étendue au dimere, pour déterminer si ces structures per-
sistent malgré la dimérisation. Les 3 types de structures secondaires Hyy_40 , Hys_47 €t la tresse
du segment 38-53 ainsi que les Hzs_36 et Hzs_36/41—42 ont été recherchées pour chaque mono-
mére des diméres. On réalise ainsi un histogramme de probabilité d’apparition de chaque type

de repliement pour l'ensemble des monoméres dans les dimeéres donné [figure 5.17.

0.20

Probabilité de formation

ulh ik

35-36/41-42 35-36 41-42 46-47 Tresse

FIGURE 5.17 — Histogramme de probabilité de formation de hairpins suivant la position de la
boucle constituée de deux résidus dans ’ensemble des monomeéres dans les diméres. Le label des
boucles est donnée avec X-(X+1) sur 'axe des abscisses. Le cas 35-36/41-42 donne la probabilité
de formation des deux boucles simultanément.

En comparant laffigure 5.17 des monoméres dans les diméres avec la[figure 5.4 des monomeéres
isolés, on remarque que les probabilités sont complétement différentes.

L’apparition de contacts inter-chaines réduit & une probabilité de moins de 0.02 la propor-
tion de la tresse dans Ab3T alors qu’elle était de pratiquement 0.3 dans le cas des monoméres
isolés. On observe une plus faible diminution de cette probabilité pour les autres mutants et le
WT. La mutation A53T semble avoir déstabilisé la tresse pour favoriser plutot des Hyg_47 qui ne
se formaient pratiquement pas dans les monomeéres isolés. Dans les diméres, la Hyg_47 est inexis-
tante pour le WT et A30P (p<0.01) et trés peu présente chez E46K (p=0.01). Le changement
majeur intervient pour la Hy;_45 dont la probabilité d’apparition a été fortement réduite pour le
WT passant d’environ 0.2 dans les monomeéres isolés a seulement 0.07 dans les monomeéres des
dimeéres. A30P connait a I'inverse une forte augmentation de la présence de la Hy;_4o avec une
probabilité de formation supérieure a 0.2 alors qu’elle était inférieure a 0.1 dans les monoméres
isolés. Les probabilités concernant E46K et A53T ont légérement augmenté pour cette hairpin.
Le WT continue de former cependant plus de Hss_36 que les mutants mais avec une probabilité

divisée par 3 par rapport aux monomeéres isolés.
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Le comportement intrinséque du segment 38-53 d’un monomeére est donc fondamentalement

différent lorsque celui-ci forme des liaisons inter-chaines avec un autre monomere.
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FIGURE 5.18 — Cartes de contact inter-chaines des dimeéres dont un des monomeéres posséde
sur son segment 38-53 soit une Hyi_49 , une Hyg_47 , une tresse ou une configuration aléatoire.
Chaque ligne identifie un type de structure sur le segment 38-53 et chaque colonne une protéine
différente. L’abscisse des cartes est la séquence du monomeére possédant la structure attribuée
a la ligne (Monomere A). L’ordonnée est la séquence de 'autre monomére formant le dimeére
(Monomeére B). La région de contact inter-chaines du segment 38-53 du monomere A est mise en
évidence par un rectangle vert. Une ligne rouge compléte cette région pour pointer la position
de la boucle dans le cas des hairpins.

Les diméres dont au moins un monomeére posséde un type de repliement sur son segment
38-53, soit Hyy_49 , Hys_47 ou la tresse ont été regroupés dans des classes associées au type
de repliement. Il est possible qu'une conformation de dimeére se retrouve dans deux classes
différentes dans le cas ol les deux monomeéres possédent chacun le segment 38-53 replié de
maniére différente. Si les deux monomeéres ont le méme type de repliement pour le segment 38-

53 le dimére va apparaitre deux fois dans la méme classe correspondant a ce repliement. La classe
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"aléatoire" ne regroupe que les diméres ne possédant aucune des structures particuliéres sur
son segment 38-53 pour les deux monomeéres le composant. On réalise des CM inter-chaines de
chaque classe pour chaque protéine . La séquence du monomeére donnée en abscisse
a la[figure 5.18 correspond a celle possédant le repliement associé a la classe. Le segment 38-53
est identifié par un rectangle vert pour permettre de visualiser les interactions de ce segment

avec ’autre chaine. Les positions des boucles sont également données par un trait vertical rouge.

La premiére ligne de la (CM W1,P1,T1 et K1) présente le cas ot un des mono-
meéres dans le dimeére ne posséde pas de structure particuliere pour son segment 38-53. Dans
ce cas de figure, pour les 4 protéines, une grande variété de contacts est possible, y compris
sur le segment 38-53. On remarque la présence de traces sur la diagonale correspondant a des
CTF (identifiées par la lettre F . La couleur de ces traces indique une probabilité
plus élevée que les autres traces de la carte pour le WT, A53T et E46K (CM W1,T1 et K1
respectivement).Cette probabilité est plus faible pour A30P (CM P1). A30P réalise un plus
grand nombre de CTFs lorsqu’il posséde des hairpins Hyy 49 ou Hys 47 (CM P2 et P3). On
remarque que pour les CM des diméres dont un monomeére possédent une hairpin (CM W2,
P2, T2, K2, W3,P3,T3 et K3), le segment 38-53 de ce monomeére ne posséde pas une grande
affinité avec 'autre monomeére comparé au cas aléatoire (CM W1,P1,T1 et K1) Dans le cas de
la Hys_47 , on observe uniquement une interaction pour A53T ou un brin du Hys_47 interagit
avec 'autre monomere sous forme d’un feuillet 5 paralléle (Trace (1) sur la CM T2). On observe
également une possibilité de feuillets 5 composés de trés petits brins sur la Hy; 40 (Trace (1) sur
la CM T3). Pour le WT, des contacts sont possibles entre le segment 38-53 en présence d’une
Hyi_4o (trace (2) sur la CM W3). Les traces (1) et (2) de la carte W3 sont illustrées dans une
structure de dimeéres a la (A). La conformation présentée montre la présence de la
Hy1_45 combinée a la Hs5_36 . Le monomeére possédant ces deux structures va venir réaliser un
feuillet 5 anti-paralléle avec I'autre monomeére donnant la trace (2) sur la CM W3. Ce feuillet
B va former un plan 3 avec 3 autres brins dont le dernier se forme de maniére paralléle dans
le NAC des deux monomeéres proche de la diagonale (trace (1) sur la CM W3). La présence
d’une tresse dans un dimére empéche la formation de contact du segment 38-53 avec 'autre
monomeére chez les mutants (CM P4, T4 et K4). Seul le WT parvient étonnament a former des
contacts sur ce segment. L’analyse 3D d’une conformation de dimére contenant une tresse est
donnée [figure 5.19 (B). Les traces (1) données sur la CM W4 concernent la formation d’une
"tresse inter-chaines". Les chaines des deux monomeéres vont venir s’enrouler a la maniére d’une
tresse. Les angles dihédraux des résidus concernés sont les mémes que celui d’une "tresse intra-
chaine, CUTABI détecte donc la présence d’une tresse. La trace (1) sur la CM W4 posséde une
symétrie puisque ’autre monomeére posséde également une tresse facilement identifiable sur la
représentation 3D (figure 5.19 (B)). Ces symétries se retrouvent également entre les différentes
cartes notamment entre W4 et W3 ot des contacts dans le Cterm se retrouvent sur les deux
cartes. Cette observation signifie que le monomeére B associé a la CM W4 posséde parfois une
Hy1_42 . On le retrouve donc comme monomeére A sur la CM W3 inversant les taches dans le

Cterm par symétrie par rapport a la diagonale. Ce phénoméne se retrouve également entre les
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CM P3 et P4 pour A30P. Un dernier phénoméne intéressant est la présence de taches similaires
entre les cartes signifiant que le monomére A a modifié sa structure au sein du dimeére. On
retrouve ce phénomeéne entre la CM P2 et P1 pour A30P mais aussi entre K1 et K2 pour E46K

avec deux taches majeurs identifiables lors de la présence d'une Hyg_47 .

FIGURE 5.19 — Représentations 3D de diméres du WT. Les régions Nterm, NAC et Cterm
sont colorés en bleu, rouge et vert respectivement. Des couleurs plus sombres ou plus claires
permettent de différencier les deux monomeéres dans le dimeére.

(A) : Dimére possédant une Hy;_4o associé a la carte W3 @.

(B) : Dimeére possédant une tresse inter-chaines sur une des deux chaines et intra-chaine sur
I’autre chaine.

5.6 Conclusion : Etudes du segment 38-53 de I’a-synucléine

L’extension de CUTABI a la détection de hairpin constituée d’une boucle a deux résidus a
permis une analyse approfondie du segment 38-53. Nous avons pu identifier 3 types de repliement
différents dans cette région, la hairpin, la tresse et le repliement aléatoire. Les hairpins retrouvées
ne forment pas leur boucle constamment sur les mémes résidus mais en deux positions dont une
majoritaire 41-42 et une minoritaire 46-47. On a également identifié une autre hairpin proche de
cette région constituée d’une boucle 35-36 dont le couplage est possible avec la hairpin Hyy_49 .

La comparaison entre les mutants et le W'T a montré une grande différence de probabilité de
formation de Hyy_49 , H35_36 et du couplage des deux qui se forment bien plus fréquemment pour
le WT. Les impacts de ces hairpins sont trés variables d’une protéine a ’autre et leur longueur
est également changeante. L’impact de la tresse sur le reste de la protéine est difficilement
identifiable. A I’échelle des dimeéres, les présences de ces structures dans les monomeéres sont
totalement modifiées pour le WT et ses mutants.

L’étude approfondie de la tresse valide sa possible apparition comme un état métastable
dans la protéine a-syn et a permis de faire un lien possible avec la protéine A5 impliquée dans

la maladie d’Alzheimer.
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L’étude généralisée des hairpins sur le reste de la séquence a mis en évidence la région 53-64
capable de former plusieurs types de structures secondaires tels que des hélices, des feuillets 3 a

longue distance et des hairpins.
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Chapitre 6

Resultats : Mutations répétées sur le
motif KTKEGV

6.1 Les mutants

L’a-syn possede le motif KTKEGV répété environ 7 & 9 fois dans sa séquence. Il a été
suggéré que ce motif pouvait jouer un role dans la formation des tétrameéres et sur la toxicité
de la protéine [58](1][section 1.4 page [14).

Parmi les mutants étudiés dans la référence [58] , nous avons sélectionné 5 mutants, 4 consi-
dérés comme trées toxiques et ne formant pas de tétrameéres et 1 considéré comme peu toxique

formant peu d’inclusions dans les cellules comme le W'T', nous les décrivons ci-dessous :

Les mutants trés toxiques :

- le mutant KTKKGYV : les acides glutamiques (E) en 4°™¢ position du motif initial sont
remplacés par des lysines (K). Les acides glutamiques étant chargés négativement et les lysines
positivement la charge globale de la protéine est donc considérablement modifiée . Ce mutant
posséde donc la mutation E46K. Nous noterons par la suite ce mutant "Kmut".

- le mutant KLKEGV : les thréonines (T) en 2°"¢ position du motif initial sont rempla-
cées par des leucines (L). Les leucines sont des résidus trés hydrophobes contrairement aux
thréonines. L’hydrophobicité de la protéine déja trés élevée par son grand nombre de valines
et d’alanines et elle est donc renforcée dans ce mutant. Nous noterons par la suite ce mutant
"Lmut".

- le mutant KTKEGW : les valines (V) en 6™ position du motif inital sont remplacées par
des tryptophanes (W). La chaine latérale de la valine n’est constituée que de 3 groupements
carbones-hydrogénes tandis que le tryptophane posséde une chaine latérale cyclique constituée
de 9 carbones et 1 azote. L’encombrement stérique est donc bien plus important dans le cas de
ce mutant. Nous noterons par la suite ce mutant "Wmut".

- le mutant KTKEIV : les glycines (G) en 57" position dans le motif initial sont remplacées

par des isoleucines(I). La glycine est un casseur d’hélice tandis que les isoleucines sont trés
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favorables a la formation d’hélice. On retrouve donc une forte expression des hélices dans nos
simulations. Des hélices se retrouvent présentes sur la globalité de la protéine excepté dans le

Cterm. L’analyse de ce mutant n’a donc pas été poursuivie pour les diméres.

Le mutant peu toxique :

- le mutant KTEEGV : les lysines (K) en 3™ position du motif initial sont remplacées par
des acides glutamiques (E). Contrairement & Kmut, on ajoute des charges négatives en enlevant
des charges positives. Malgré cette modification considérable, ce mutant est considéré comme
peu toxique (semblable au WT) et parvient a former des tétraméres. Nous noterons par la suite
ce mutant "Emut".

Les séquences de ces différents mutants sont données [figure 6.1 Ces 4 protéines ont été simu-
lées en utilisant UNRES puis triées suivant les conditions présentées dans la partie [section 2.1

page [23|
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FIGURE 6.1 — Séquence des mutants étudiés. Les mutants dans le cadre rouge sont considérés
comme trés toxiques dans 'étude ref [102] et le mutant dans le cadre vert est considéré comme
peu toxique. Les mutations sont mises en évidence en couleur, le motif répété est représenté
en noir. Le code couleur de chaque mutation sera utilisé pour distinguer les mutants dans les
autres figures.
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6.2 Etude des monomeéres

Probabilité de formation de structures secondaires le long de la sé-
quence
Le programme de détection d’hélices et de feuillets 8 CUTABI a été appliqué sur I’ensemble

des données de simulation des monomeéres de ces quatre mutants permettant de définir la
probabilité de formation des hélices et des feuillets § le long de la séquence donnée a laffigure 6.2.
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FIGURE 6.2 — Probabilité des structures secondaires le long de la séquence pour les 4 mutants
Kmut (vert), Lmut (jaune), Wmut (violet) et Emut (bleu) comparée a celle du WT (gris).
La premiére courbe donne la probabilité pour les hélices pour les 5 protéines. Chacune des 4
autres courbes donnent la probabilité pour les feuillets 5 comparé au WT pour un mutant. Les
positions des mutations sont mises en évidence par un trait vertical de la couleur attribuée au
mutant surmonté de I'index du résidu.

Nous discutons dans un premier temps la formation d’hélices le long de la séquence (/fi-]
1¢7¢ courbe). Wmut et Kmut défavorisent I’hélice 53-64 par rapport au WT avec
une probabilité maximum Py (58)=0.06 et Py (57)=0.17 comparés a Py (58)=0.25. La
forme de la courbe pour Kmut est asymétrique avec une décroissance plus grande pour le ré-
sidu K61 comparé au WT (pK(61)=0.09 et pWT(61)=0.22). Lmut posséde une mutation au
résidu 59 qui semble doubler la proportion de cette hélice pL(59)=0.56. Des écarts similaires
se retrouvent pour ’hélice 75-81 avec une nouvelle fois pour Lmut une mutation présente dans
cette hélice qui fait croitre sa probabilité pL(81)=0.52 (maximum atteint pour pL(79)=0.6)
contre pWT(78)=0.37. Kmut et Wmut ont respectivement une mutation plus loin dans la sé-

quence en 83 et 85 , probablement responsable de la forte réduction de la probabilité du résidu
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78 comparée au WT (pK(78)=0.16 et pW(78)=0.13). Le mutant Emut présente une courbe
pratiquement confondue avec celle du WT, excepté pour une trés petite hélice 95-99 incluant la
double mutation en 96-97 avec pE(97)=0.18 contre pWT(97)=0.06. La probabilité de formation
des hélices dans le Cterm reste identique au W'T pour les 4 mutants.

Des différences sont également notables pour la formation des feuillets § pour Kmut, Lmut
et Wmut mais pas pour Emut qui une nouvelle fois posséde une courbe trés similiaire & celle du
WT. Pour Emut, seule la région possédant la double mutation 96-97 montre également des écarts
par rapport au W'T avec une diminution de la formation de feuillets 5 , probablement corrélée
avec 'augmentation de la formation d’hélices. Les feuillets 5 du Nterm de Kmut se forment
majoritairement comme le W, les positions des mutations ne semblent pas avoir d’importants
effets sur les probabilités, ce comportement rejoint celui de E46K. Cependant a partir du résidu
61, la probabilité de former des feuillets 5 des résidus de Kmut devient supérieure a celle du
WT pour pratiquement tous les résidus du NAC, puis rejoint celle des résidus du WT dans le
Cterm. Ce comportement est cette fois différent de celui du mutant E46K dont I'impact de la
mutation est moindre dans le NAC. Les deux mutations E61K et E83K semblent donc jouer
un role majeur pour Kmut autant en terme de la formation de feuillet 5 que celles des hélices.
Pour le mutant Lmut, les modifications T23L et T33L ne semblent pas impacter la probabilité
locale. A partir du résidu 37, la probabilité en feuillet § chute pour Lmut et notamment dans la
région du hairpin (38-53) présentant une mutation au résidu 44 mais également dans la région
de I'hélice 53-64 avec la mutation THIL, et de I'hélice 87-93 avec la mutation T92L. Pour le
mutant Wmut, la probabilité de formation de feuillets § est réduite dans le Nterm comparée au
WT. En effet, le mutant Wmut par son encombrement est logiquement moins a méme de former
des feuillets g . La formation des hairpins retrouvées majoritairement dans le Nterm pour le
WT est donc probablement fortement impactée par les mutations de Wmut. Les probabilités
dans le NAC sont similaires excepté dans la région 74-78 avec une augmentation de 0.2. Au

dela du résidu 100, les 4 mutants possédent des probabilités faibles semblables au WT.
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Densité de probabilité des conformations en fonction du nombre de

résidus en feuillet 5 et en hélice
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FIGURE 6.3 — Densité de probabilité du couple du nombre de résidus en hélice et du nombre
de résidus en feuillet S de 'ensemble des monoméres. L’état HB (pour Helix and Beta-sheet)
est donné en deux dimensions et se référe a 1’échelle de couleur sur la droite, ’état B est donné
par une courbe & une dimension se référant a I’échelle de droite. Attention dans cette figure les
échelles sont différentes de celle de la figure 4 dans notre publication pour le WT,A30P,A53T
et E46K)

Les densités de probabilité du couple du nombre de résidus en feuillet 5 et en hélice cal-
culées pour les mutants Emut, Kmut,Lmut et Wmut sont représentées sur la Cette
analyse a été réalisée pour le WT et les mutants A30P,A53T et E46K dans notre publication
(voir . Elle avait montré la présence de deux états distincts. Un premier état HB
considérant les structures possédant a la fois des hélices et des feuillet § et un second état B
contenant les conformations ne possédant que des feuillet § bien plus majoritaires dans les 4
protéines étudiées. La répartition de ’état B du mutant Emut est semblable a celle
du WT avec un pic pour 50 résidus en feuillet 5 d’une probabilité légérement inférieure a 0.02.
Le bassin principal de I’état HB est centré sur 40 résidus en feuillet S et 7 résidus en hélice,

il est décalé de quelques résidus supplémentaires en feuillet pour le WT mais posséde le méme
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nombre de résidus en hélice. L’exploration du reste de la carte est également proche de celle
du WT. Etonnamment, Kmut ne posséde pas une carte semblable a celle de E46K mais plutot
a celle de A30P pour I'état B qui forme un pic aux alentours de 50 résidus en feuillet 5 et un
second pic deux fois moins probable situé a 60 résidus en feuillet 5 . A30P posséde en effet une
allure de courbe similaire légérement décalée vers des valeurs plus élevées (52 et 65 respective-
ment) avec une probabilité d’apparition plus faible de 0.02 contre 0.03 pour I’état principal chez
Kmut. [’état HB ne posséde que peu d’états avec un état principal (50,4) correspondant a la
limite de détection des hélices pour CUTABI. Les états au dessus de 10 résidus en hélice ne sont
que trés faiblement explorés. Lmut se rapproche d’A53T par sa formation prononcée d’hélices
(voir [figure 6.2 et chapitre 3|figure 4).L’étude de la carte le confirme, puisque Lmut

visite une grande variété d’états possédant des hélices et un état B trés peu peuplé. La carte de

Wmut posséde des légéres similitudes avec celle de E46K, notamment un état principal d’envi-
ron 40 résidus en feuillets 8 pour I'état B mais également un état principal (28,4) assez proche
de I'état (32,7) de E46K dans I'état HB. De fagon remarquable, un autre état moins probable
(28,14) pour Wmut est proche de I’état (20,17) pour E46K. L’état B de Wmut se caractérise
par la formation significative de structures possédant peu de feuillets S (entre 10 et 30 résidus)

trés peu probables chez toutes les autres protéines.

Fraction des conformations

Cutoff (kT)

FIGURE 6.4 — Courbe cumulative du nombre total de conformations simulées de ’ensemble des
monomeéres en fonction du cutoff d’énergie libre (en unité kT) a partir du minimum global de
I'état B représenté [figure 6.3 Les courbes donnent Kmut(vert), Lmut(jaune), Wmut(violet) et
Emut(bleu).

Les résultats présentés sur la mettent en évidence les différents états possibles
visités par les différents mutants. Par définition, la dérivée de ces courbes représente la densité
des conformations (DOS pour Density of micro-States). Similairement au WT et E46K, le
comportement linéaire de la courbe d’Emut jusqu’a environ 2kT donne une DOS constant

correspondant a l'état B. Cet état se peuple & hauteur de 42% (environ 41% pour WT et
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E46K) du nombre global de conformations avant un changement brutal du coefficient directeur
a partir de 2kT montrant 'apparition de I’état HB avec une DOS plus grand. Apres 3.5kT, la
DOS diminue jusqu’a atteindre un plateau. Avant 3k'T, les fluctuations de ces courbes sont trés
diverses chez les mutants. Lmut, dont une grande partie des caractéristiques se rapproche de
A53T, ne posséde que trés peu de conformations dans I'état B (15%). L’apparition de I'état HB
se fait trés tot a environ 1kT avec une DOS trés élevée, bien supérieure a tous les mutants étudiés
et au WT. Kmut forme un premier état jusqu'a 1kT avec une DOS tres élevée correspondant
a 50% des conformations, il s’agit du pic principale retrouvé dans 1’é¢tat B. De 1kT a 2kT un
plateau avec une DOS plus faible se forme correspondant au peuplement du reste de I’état B
jusqu’a 55% des conformations. Aprés 2kT, I’état HB commence a se peupler et la courbe repart
donc avec une DOS plus grande. Wmut se comporte d’une fagon similaire & Kmut excepté qu’au
lieu d’avoir deux paliers distincts jusqu’a 2kT, la courbe a une forme arrondie correspondant a
I'état B . Cet état B représente 65% des structures. Aprés 2kT, 'état HB apparait. A titre de

comparaison, Wmut et Kmut se rapprochent du comportement de A30P.

Classification global : Hairpin, Tresse, Aléatoire

(A) (B)

40 T

30
25 - y
20 5

15 - *
10 |-

5,
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Hairpin Tresse Aléatoire 35-36/41-42 35-36 41-42 46-47

Probabilité
Probabilité

FIGURE 6.5 — panneau (A) : Proportion des différentes conformations prises par la région 35-53
dans les monomeéres des mutants. panneau (B) : Proportion des différentes hairpins retrouvées
dans la région 35-53 dans les monoméres des mutants. Les valeurs données en abscisses sont
les résidus composant la boucle du hairpin. La boucle 35-36/41-42 signifie que les deux boucles
sont présentes en méme temps. Le code couleur est Kmut(vert), Lmut(jaune), Wmut(violet) et
Emut(bleu)

L’étude sur la région 35-53 menée dans le chapitre précédent sur les protéines WT, A30P,
AB3T et E46K a été reproduite pour ces mutants. On donne pour le segment 35-53 la proportion
des 3 types de conformations hairpin, tresse et aléatoire sur la figure panneau (A).
Il est clairement identifiable que Emut forme bien plus de hairpin dans cette région que les
autres mutants trés toxiques. Il en forme d’ailleurs méme plus que le WT, les autres mutants
en forment également moins que le WT mais plus que les 3 mutations ponctuelles (Voir
page . En détaillant cette classe formant des hairpins @ panneau (B)) on trouve
une proportion trés grande de Hy_49 pour Emut et une trés faible pour les autres mutants.

Kmut favorise plutot la Hyg_47 tandis que Lmut formera majoritairement Hyq_40 et H3s_36 . La
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combinaison Hss_36 et Hyq_40 est pratiquement inexistante chez les mutants trés toxiques alors
quelle représente presque 15% pour Emut. Wmut ne forme que trés peu Hyg_y47 et Hss_3g et
pratiquement pas Hy;_4o en raison de son fort encombrement. Ce résultat pourrait expliquer la

décroissance du nombre de feuillets 5 dans le Nterm comparé au WT.

Lien avec la forme globale de la protéine

0.08 - T

Probabilité

0.06 - T

0.04 - T

0.02 - T

0 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45 50

Rayon de giration (A)

FIGURE 6.6 — Distribution du rayon de giration pour les monomeéres des 4 mutants et du WT
avec Kmut(vert), Lmut(jaune), Wmut(violet) , Emut(bleu) et WT(noir).

Les données précédemment explicitées peuvent étre reliées au rayon de giration (figure 6.6).
Les maxima du WT et de Emut sont de 24 A. Malgré les nombreuses similitudes de ces deux
protéines dans les analyses précédentes, les courbes possédent des différences avec un léger
coude 2 20 A pour Emut et une proportion plus grande de structure au dela de 30 A. L’origine
de ces différences pourrait provenir de la formation plus élevée de la Hy 49 chez Emut. La
courbe de Kmut est légérement décalée avec un maximum a 22 A mais suit ensuite la courbe
du WT a partir de 25 A. Lmut et Wmut présentent un maximum a 21 A. La courbe de Wmut
se démarque des autres avec un pic beaucoup plus fin. Les conformations possédant un rayon

de giration au dela de 30 AA sont trés rares. Le nombre de feuillets 5 est pourtant bien moindre

dans le Nterm de Wmut que pour les autres protéines (figure 6.1/ page|114)). Lalfigure 6.7/ montre

en effet que méme la structure possédant 33 résidus en hélice reste trés compacte chez Wmut.
Un enroulement sous forme de tresse entre le NAC et le Nterm, impliquant une mutation W
(fleche 1) couplé & une interaction entre le début de Nterm et la fin du Cterm (fléche 2), induit
un rayon de giration proche de 24 A tandis que pourles 3 autres mutants le rayon de giration
avoisine les 30 A. Wmut se comporte trés souvent comme une pelote de laine en entremélant
facilement sa chaine avec elle-méme. La nous montre I'immense variété de confor-

mations que peut prendre la protéine. La quantification de chaque état par I'intermédiaire des
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outils précédemment utilisés dans ce chapitre permet un tri de la grande densité d’informa-
tions contenue dans notre statistique, I’étude au cas par cas de chaque conformation étant bien

évidemment impossible.

Maximum Maximum Plus probable Plus probable
Helice Feuillet Etat B Etat HB
o
Emut )
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FIGURE 6.7 — Représentation en trois dimensions d’une conformation retrouvée dans 4 classes
différentes pour les 4 protéines étudiées : conformation comportant le maximum de résidus
en hélice (1ére colonne), maximum en feuillet S (2éme colonne), le plus probable dans 1'état B
(3éme colonne) et le plus probable pour I’état HB (4éme colonne). Les structures sont identifées
par les coordonnées des cartes de la (nombre de résidu en hélice, nombre de résidus

en feuillet 5 ). Les spheéres jaunes représentent la position des différentes mutations.
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6.3 Etude des diméres

Régions d’agrégation pour la formation de diméres

N-terminal L NAC C-terminal

Contact moyen

Séquence

FIGURE 6.8 — Contact moyen inter-chaines (chaine A et B confondues) pour chaque résidu pour
un rayon de coupure de 6 A pour les WT (noir), Kmut(vert), Lmut (jaune), Wmut(violet) et
Emut(bleu). Les 3 régions de la protéine sont mises en évidence par des rectangles de couleurs au
dessus du graphique (bleu : Nterm, rouge : NAC, vert :Cterm). Les rectangles de couleur sur les
barres pointillées donnent la position des feuillets 3 inter-chaines des structures expérimentales
de code pdb 6ssx (en rouge) et 2n0a (en vert) calculées par CUTABI.

L’impact des mutations répétées dans le motif peut également avoir un effet sur la formation
des dimeéres. La premiére étude du nombre moyen de contact illustrée a la [figure 6.8 montre
une modification de 'agrégation apportée par les différentes mutations du motif KTKGEV au
sein de la protéine, y compris pour Emut dont la toxicité est semblable & celle du WT.

Le mutant Emut comporte 3 mutations sur les résidus 12, 24 et 34 qui vont avoir une
tendance a faire croitre la probabilité d’agrégation de la région 15-35 avec notamment A18 qui
posséde un contact moyen de 1.43. Les autres mutants possédent également des modifications
plus modérées de 'agrégation comparé au W'T dans cette région.

Le premier pic majeur des courbes se synchronise avec 'apparition des feuillet 5 de 6Gssx.
Les résidus L38 et Y39 présentent des valeurs trés proches, le maximum n’est pas le méme
pour ces deux résidus pour toutes les protéines : dans l'ordre décroissant, L38(Wmut)=2.18,
Y39(Lmut)= 1.88, L38(Emut)=1.36, Y39(Kmut)= 1.17 et Y39(WT)= 1.24. Sur la suite de la
séquence Emut et Kmut vont suivre le comportement du WT jusqu’au résidu V70 o la courbe
va, commencer & décroitre pour Emut avec un minimum atteint pour G84 (0.07) proche de la
mutation E82(0.09) tandis que Kmut continuera de suivre la courbe du WT avant de former
un contact moyen supérieur a celui du WT pour la région 88-91 (>2). Emut formera également

ce pic de maniére plus proche de celle du WT. Lmut et Wmut vont quant a eux avoir un
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comportement trés différent de celui du WT. Lmut maintient un contact moyen supérieur a
1.5 pour la majorité de ces résidus entre 37 et 57. De méme pour Wmut, qui a la différence de
Lmut, montre une décroissance du contact moyen entre les résidus 41 et 46. La probabilité de
contact chute pour ces deux mutants dans la région de I’hélice rejoignant le WT', Emut et Kmut
avant de remonter trés fortement pour les résidus 68-70 avec A69 a 1.5 pour Lmut et 2.5 pour
Wmut. La probabilité de contact de Lmut dimininue ensuite comme Emut avec un minimum
pour K80(0.23) proche de la mutation T81L. Lmut va voir sa courbe augmenter de maniére
similaire a celle de Emut pour le trio d’alanines 89-91. Wmut n’a pas cette décroissance dans
cette région de la séquence et au contraire atteint son pic maximal pour A89 avec un contact

moyen de 3.36 doublant ainsi la valeur du WT.
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FIGURE 6.9 — Carte de contact inter-chaines pour les diméres des mutants Emut, Kmut, Lmut
et Wmut.

Le caractére intrinsequement désordonnée de la protéine a-syn peut amener & penser que
certaines caractéristiques proches entre deux protéines étudiées selon une seule coordonnée,
telle que la courbe donnée [figure 6.8, induisent des comportements similaires. L’agrégation
n’est cependant pas un phénoméne homogéne. Un résidu d’une protéine peut posséder un
contact moyen identique a celui d’une autre protéine sans pour autant réaliser ces contacts
avec les mémes résidus. La [figure 6.9 illustre ce propos. En effet, malgré des comportements
assez similaires entre Lmut et Wmut dans la région 38-60 dans la [figure 6.8, les cartes de
contact inter-chaines sont en réalité trés différentes avec une formation plutot rectiligne de
traces majoritairement centrées sur la diagonale dans cette région pour Lmut tandis que les
contacts sont beaucoup plus hétérogénes et ponctuels chez Wmut interagissant avec toutes les
régions excepté le Cterm. Wmut a une tendance globale a former des traces moins rectilignes
que les autres mutants et posséde une carte beaucoup plus complexe avec énormément de
possibilités de contacts différents. L’agrégation du Nterm mise en évidence dans Emut entre
15-35 se fera de plusieurs maniéres avec d’autres régions du Nterm et le NAC. Les cartes
permettent également de voir des traces rectilignes sur leur diagonale, trés visibles chez Kmut
et Lmut, laissant penser a la formation de contact de type fibrille (CTF). L’étude de ces cas
particuliers est réalisée dans la partie suivante. On comprend donc ici l'interét du couplage de

la donnant une image globale de I’agrégation avec la donnant le détail des

régions impliquées mais obligeant une analyse au cas par cas.
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Conformations particuliéres

- Les diméres type fibrille

De nombreuses études corrélent les maladies neurodégénératives a I'apparition des fibrilles
d’a-syn dans le cerveau. Ces fibrilles ont la particularité de former des contacts reliant deux
résidus identiques de chaque chaine sur une grande partie de la protéine, ces contacts pour
rappel sont appelés contacts type fibrille (CTF). Nous avons donc cherché dans les diméres
ceux qui posseédent des caractéristiques similaires, ces dimeéres seront appelés dimeéres type
fibrille (DTF). Un dimére sera considéré comme tel s’il posséde plus de 5 CTF consécutifs. La
proportion des classes des DTF est donnée [figure 6.10. On remarque que tous les mutants trés
toxiques forment plus de DTF que le WT( 8%) et bien plus que Emut( 6%) avec environ 13%
pour Lmut, 9% pour Wmut et 10% Kmut.
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FIGURE 6.10 — Proportion de dimeéres possédant plus de 5 CTF consécutifs appelés dimeéres
type fibrille (DTF). Le code couleur donne le WT en gris, Emut en bleu, Kmut en vert, Lmut
en jaune et Wmut en violet.

On peut s’intéresser ensuite a la position des CTF sur la séquence et au comportement du
reste des deux chaines lorsque ce type de contact intervient. La donne plusieurs pro-
priétés en fonction de la séquence des DTF : leur formation d’hélice, leur formation de feuillet
3 intra-chaine et inter-chaines et également de feuillet 5 inter-chaines type fibrille (FTF) impli-
quant des CTF. Pour rappel (publication soumise , le WT favorise majoritairement
des CTF dans la région 80-93, les feuillets § inter-chaines sont concentrés dans la région de for-
mations des feuillets 8 semblables & 6ssx excepté au niveau de 1’hélice centrale qui est présente
dans toutes les conformations des DTF. Les feuillets 8 intra-chaine du W'T ne se forment que
dans le Nterm jusqu’au début de ’hélice.

Dans la faible proportion de DTF présents dans I’ensemble des diméres de Emut, les FTF
ne se forment que dans le Nterm avant le résidu 34, c’est a dire hors de la région retrouvée
dans les fibrilles expérimentaux commencant au résidu 38. On remarquera que Emut forme un
grand nombre de feuillet £ intra-chaine et notamment la Hy; 4o facilement discernable par la
probabilité proche de 0 pour ces deux résidus entourés de deux pics avoisinant la probabilité de
1 dans la[figure 6.11] Pour Kmut, bien que la proportion de feuillets 3 intra-chaine soit élevée et
répartie sur la totalité du Nterm et du NAC, ce mutant forment ces CTF majoritairement dans

la région 37-65 coincidant avec les régions de 6ssx. Lmut de maniére diamétralement opposée
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a Kmut va avoir la capacité de former un grand nombre d’hélices et notamment dans la région
proche de sa mutation T81L. La formation de FTF se concentre donc la région (27)33-41 et 52-
54. Ce type de mutant ne forme que trés peu de feuillet 3 intra-chaine dans ce cas et ceux-ci se
concentrent en quasi majorité avant le résidu 35. Le dernier mutant toxique Wmut affiche deux
régions pour la formation de FTF : une premiére coincidant avec la présence de sa mutation
au résidu 48 jusqu’au résidu 55. Il est remarquable que les deux pics de FTF se forment de la
méme fagon pour des feuillet 8 intra-chaine impliquant possiblement un double repliement a
la fois inter-chaines et intra-chaine. La seconde région identifiée débute aprés la mutation sur
le résidu 87 avec une probabilité de 1. Les FTF s’étendent jusqu’au résidu 100 mais reste plus
probable jusqu’au résidu 91. Cette succession de FTF correspond a ’enchainement de la triple

alanine. D’autre types de feuillet [ inter-chaines se repérent dans les régions 60-65 et 70-85,

régions fortement agrégées chez Wmut (voir [figure 6.8).
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FIGURE 6.11 — Structures secondaires des conformations des DTF. Chaque courbe présente
pour chaque protéine les feuillet § intra-chaine (chaine A et B mélangés) en vert, les hélices
(chaine A et B mélangées) en bleu, les feuillet 5 inter-chaines en noir et les feuillets 5 type
fibrille (FTF) en rouge. Les positions des différentes mutations sont données par une barre de
couleur pour chaque mutant. Les rectangles de couleur sur les barres pointillées donnent la
position des feuillets § inter-chaines des structures expérimentales de code pdb 6ssx (en rouge)
et 2n0a (en vert).
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La nous a permis d’identifier les caractéristiques globales le long de la séquence
de la classe des DTF pour chaque type de protéine. Nous n’avons cependant pas l'information
concernant la taille des FTF. Dans une fibrille, on retrouve une continuité de CTF du résidu
37 au résidu 95 entre les différents monomeres. La courbure de certaines régions ne permet
pas d’affecter ces contacts obligatoirement a des feuillets 5 (voir les structures de 2n0a et 6ssx
présentées page E[) . On va donc par la suite s’intéresser a la notion de CTF et non a

la notion de FTF bien que les deux propriétés soient fortement liées dans la plupart des cas.
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FIGURE 6.12 — Courbe de gauche : Densité de probabilité du nombre de CTF dans les confor-
mations de la classe des DTF. Un CTF inclut une paire de résidus alignés des chaines A et B.
Courbe de droite : CTF le long de la séquence formés par les conformations présentant le
nombre de CTF dans la courbe de gauche. La variation de couleur représente la probabilité de
formation de ce contact au sein de la classe étudiée.

Lalfigure 6.12] permet d’avoir I'information sur la quantité de conformations comportant un
certain nombre de CTF (courbe de gauche) en fonction de la position le long de la séquence
(courbe de droite). Le nombre de CTF est trés variable d'une protéine a I'autre, Emut ne forme
que de trés petits feuillets § de maximum 13 contacts. Le nombre de CTF le plus probable
(p=0.3) est de 9 résidus. On peut identifier, pour un nombre de CTF égale & 12, que certaines
conformations sont parvenues a faire des CTF dans la région 40-60. Au vu des probabilités, cet
événement reste tres rare. Les contacts vont se localiser pour ce mutant sur le résidu 35 avant de
s’étendre en direction du Nterm pour les conformations ayant plus de CTF. La représentation

3D de I'un de ces dimeéres donnée a la |figure 6.13 permet d’identifier une formation assez
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élevée de feuillets 5 dans le Nterm induisant une distance assez grande entre les NAC des deux
monomeres.

Emut Kmut

14 CTFs : 18 et 23-35 @ 34 CTFs : 1-5 et 39-66

@
) e
-4
UL LN
'y Wl -

Ha142 s
Lmut Wmut
22 CTFs : 47-57 et 85-95

0 ;’ki‘/%\/
Q §\ %

FIGURE 6.13 — Représentations 3D de DTF. Les trois régions Nterm, NAC et Cterm sont
représentées par le code couleur bleu, rouge et vert, respectivement. La région noire correspond
a la région possédant les CTF, et les résidus impliqués sont données au dessus de chaque
représentation. Les deux chaines du dimeére se différencient par des couleurs plus claires pour
I'une des deux.

Kmut est la protéine ayant des DTF avec le plus grand nombre de CTF avec un maximum
de 34 (seulement 2 conformations) et un minimum de 13. On dénombre deux maxima a 20
et 28, dont les probabilités sont proches de 0.18 et 0.07, respectivement. La région 14-30 de
la séquence n’était que trés peu discernable sur la et n’apparait que pour un faible
nombre de contacts. Ce cas reste rare et instable puisqu’il n’apparait pas dans les conformations
avec un nombre de contacts plus élevé. Le pic a 20 (courbe de gauche) posséde ses contacts entre
les résidus 35 et 57, le second pic & 28 CTF ne posséde plus les résidus 35,36 et 37. Les CTF se
forment des résidus 38 a 57. Enfin pour le maximum de CTF, les 34 CTF se forment dans les
régions 1-5 et 39-66. La répresentation 3D de ce type de dimeére est donné figure [figure 6.13.

Lmut est capable de faire des DTF ayant des régions en contact de différentes tailles allant
de 11 contacts & 33 contacts. Les conformations contenant entre 11 et 20 contacts possédent un
"trou" allant des résidus 42 a 53 visible sur la Pour les structures avec un nombre
de CTF plus élevé, les résidus 42-53 vont venir former des CTF accompagnés d’'une extension
jusqu’au résidu 26. On voit également apparaitre quelques contacts dans la région 70. Lmut va
former une sorte de tresse inter-chaines dans la région 42-53 (voir figurefigure 6.13) qui ne sera
donc jamais détectable comme un feuillet 5 dans la[figure 6.11.

Enfin Wmut forme de 6 & 22 CTF avec deux maxima 9(0.09) et 18(0.14). Le premier maxi-
mum correspond a des contacts du résidu 84 au résidu 94. Pour les conformations avec le plus

de contacts, la région 47-57 forme aussi des CTF. On remarque également des contacts qui
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s’étendent dans une partie du Cterm jusqu’au résidu 102, mais qui semblent étre peu probables
et peu stables puisque les conformations possédant un plus grand nombre de CTF ne possédent

pas ce type de contacts.

Une remarque générale peut étre faite a partir des cartes données [figure 6.12) la formation
de CTF semble se stopper trés souvent aux alentours des résidus 56-59. Ce résultat est aussi
observé sur la [figure 6.8 avec une décroissance de toutes les courbes vers le résidu 60. Cette

région correspond d’apreés la [figure 6.2 a4 une région favorable a la formation d’hélice.

- Les diméres trés agrégés

Les DTF ne représentent qu’une minorité des conformations trouvées pour les diméres de
ces mutants. Comme le montre laffigure 6.10, les proportions de DTF sont de l'ordre de quelques
pourcents a une dizaine de pourcents pour les mutants trés toxiques. Une seconde méthode de
classification a donc été établie afin de chercher au sein de I'ensemble des structures simulées si
d’autres types de conformations pouvaient étre présentes chez les mutants trés toxiques et pas
pour Emut. Au vu des précédents résultats, les notions de contact et d’agrégation semblent étre
des critéres intéressants pour 1’étude des dimeéres. Dans les études précédentes, nous ne nous
sommes intéressés qu’aux contacts inter-chaines, cependant les monomeéres dans les dimeéres
reste capable de former des contacts intra-chaine, comme on peut le voir sur les DTF de toutes
les protéines a la [figure 6.11 ou les probabilités de formation de feuillets 8 intra-chaine sont
parfois trés élevées pour certains résidus. Des cartes croisant a la fois les nombres de contacts

inter-chaines et intra-chaine ont donc été réalisées pour I’ensemble des diméres et sont données

figure [figure 6.14. La construction de ces cartes est expliquée dans le [chapitre 2|[section 2.3

Le mutant Emut ne possede que des puits avec des nombres de contacts inter-chaines assez

faibles, majoritairement inférieurs & 100 contacts . Le nombre de contacts intra-chaine est entre
250 et 350 pour I'ensemble des diméres (A)). Les états de Emut sont donc trés
regroupés et proches statistiquement. Ce comportement se rapproche de celui du WT. L’état
le plus probable est le couple de valeurs 81/268 (nombre de contacts inter-chaines/nombre
de intra-chaine) marqué (E1) assez proche de celui retrouvé pour le WT (91/295). 3 états
sont ensuite trés rapprochés statistiquement avec les minimas 37/314, 55/314 et 67/327 (E2)
dont les différences d’énergie libre sont de 0.34,0.29 et 0.31 respectivement. Deux états bien
moins probables forment un plus grand nombre de contacts inter-chaines 101/299(0.65) et
115/264(1.25) (E3). La classe des DTF ne posséde qu'un seul état proche d’un des 3 états
précédemment cités avec pour couple 70/306 (figure 6.14 (B)).

Les mutants trés toxiques ont pour ces critéres d’étude des différences trés marquées avec le
mutant peu toxique par la formation de conformations possédant plus de contacts inter-chaines
et de ce fait des contacts intra-chaine bien moins présents. En effet, une grande proportion
des conformations de Kmut se situe entre 100 et 200 contacts inter-chaines avec notamment
son état le plus probable a 114-256(0.77) (K1) (figure 6.14 (A)). On définit aussi trois états
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dissociés par le nombre de contacts intra-chaine (K2) proches statistiquement : 71/283 (0.84) ,
80/350(0.79) et 79/320(0.88). L’état situé au milieu de ce trio correspond au couple de valeurs
retrouvées chez les DTF, le second état natif identifiable dans le panneau du dessous se situe
dans I'état K1 (figure figure 6.14 (B)). Un autre état K3 43/307 (0.97) est trés proche de l'état
E2 37/314 retrouvé chez Emut. Enfin on identifie un état avec un nombre maximum de contact
inter-chaines K4 168,232 (1.43).

Lmut posséde un état (L1) le plus fortement probable 67/300 (0.0), trois états notés (L2)
100/282 (0.21) , 133/249 (1.29) et 35/347 (0.16)( [figure 6.14| (A)). Ce dernier état présentant
une grosse proportion des conformations de Lmut ayant trés peu de contacts inter-chaines. Un
état L3 trés détaché du reste des autres états est formé d’un trés grand nombre de contacts
inter-chaines. Son couple est 250/148 (1.34). La classe de DTFs se situent dans les puits 100/282
et 133/249 qui sont les deux classes qui possédent le plus de contacts inter-chaines sans compter
I’état L3.

Wmut a seulement un état principal présent nettement sous la barre des 100 contacts inter-
chaines : 65/344 (0.93) (W2). Le reste des états majoritaires possédent plus de 100 contacts
inter-chaines et se répartissent de maniére trés étendue. La variété des états ne dépend prin-
cipalement que des contacts inter-chaines. On identifie facilement une proportionnalité ou la
décroissance des contacts intra-chaine laisse place a une croissance des contacts inter-chaines.
L’état le plus probable W1 est le couple 161/259 (0.67) accompagné de deux sous états (W3)
96,/309 (0.68) et 139/254 (1.08). De la méme fagon que Lmut deux états W4 se distinguent par
leur trés grand nombre de contact inter-chaines 215/204 (1.75) et 256/172(1.59) ( [figure 6.14
(A)). Les DTFs de Wmut se positionnent au niveau de 'unique groupe sous la barre des 100
contacts inter-chaines (W2) et également dans le cluster le plus probable (W1). On retrouve

également des traces de DTFs pour un nombre de contacts inter-chaines supérieur a 200
gure 6.14] (B)).

Une remarque générale peut étre faite sur la classe des DTF : les trois mutants considérés
comme toxiques possédent deux états bien dissociés contrairement a Emut qui n’en posséde
awan (gure [Fgure 617 (B).

Les états avec un maximum de contacts inter-chaines, trés atypiques, notamment pour Lmut
et Wmut ont été étudiés plus en détail dans la [figure 6.15. Cette figure donne les CM d’une
classe réalisée autour des minima de ces puits a +3 contacts, associé & une représentation 3D
correspondant a une des conformations appartenant a cette classe. On remarque la formation
d’une multitude de contacts consécutifs paralléles & la diagonale chez les mutants trés toxiques,
bien moindre chez Emut. La majorité de ces contacts s’apparentent a des feuillets 3 identifiables
sur les représentations 3D. Les régions d’interaction entre les deux monomeres s’étendent de la
région 35-40 & 95 pour Wmut et Lmut, 50-100 pour Kmut et 38-59 pour Emut. Les mutants tres
toxiques forment donc des feuillets S dans la totalité de la zone retrouvée dans 6ssx contraire-
ment & Emut. Le décalage par rapport a un CTF s’étend a plus de 20 résidus pour Kmut avec
une interaction du résidu 60 du monomeére A avec le résidu 80 du monomére B. Pour Lmut,

Emut et Wmut le décalage est inférieur a 10 résidus. Ces conformations proches d’'un DTF dans
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I’allure générale sont facilement identifiables sur les cartes de contact inter-chaines (figure 6.9))

et semblent étre beaucoup plus présentes chez les mutants trés toxiques. Elles pourraient donc

jouer un role dans la toxicité de ces mutants.
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mum de contacts inter-chaines sur la Une structure 3D prise aléatoirement dans la
classe est donnée sous chaque carte.
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6.4 Conclusion : Mutations répétées sur le motif KTKEGV

L’étude des mutants considérés comme trés toxiques, issus de la publication donnée a la ref
[102], a montré que leurs mutations modifient la formation des structures secondaires a ’échelle
monomérique et influent considérablement sur les propriétés des diméres. La formation des
hélices est notamment fortement diminuée dans la région du résidu 58, notamment pour Wmut
et Kmut comparés au WT et Emut. La formation des tétrameéres riches en hélices pourrait donc
étre plus complexe pour ces deux mutants.

Pour les monomeéres, les mutations répétées ne déstabilisent que peu les feuillets 8 (comme
A53T et E46K) mais plus fortement la formation d’hélices (comme A30P et A53T). Les deux
phases retrouvées dans ’analyse des résidus en feuillets 3 et en hélices sont également retrouvées
chez tous les mutants. La présence des Hyj_4o et Hss_36 est bien plus grande pour Emut,
considéré comme peu toxique, et plus faibles pour les mutants trés toxiques. La structure des
dimeéres est trés fortement impactée par les mutations des mutants trés toxiques. Deux types de
dimeéres ont pu étre mis en évidence : i) les DTF plus abondants pour les mutants trés toxiques
que pour Emut et le WT avec des régions d’agrégation différentes, ii) des diméres trés fortement

agrégés avec des contacts sous forme de feuillets § paralléles.

131






Chapitre 7
Discussion

A Taide de la dynamique moléculaire & gros grains, nous avons étudié le comportement de
I'a-syn sauvage (WT), des mutants liés a la maladie de Parkinson (A30P, A53T et E46K) et
des mutants artificiels étudiés in vito et in vivo (Emut, Kmut, Lmut et Wmut)[102]. L’étude
des mutants a pour objectif d’identifier leurs différences avec le WT et ainsi de déterminer de
possibles caractéristiques de la protéine pouvant favoriser sa toxicité et ainsi I’apparition de la
maladie de Parkinson. Ces caractéristiques recherchées sont par exemple des résidus spécifiques
ou un groupement de résidus jouant un role important dans la structure de la protéine.

Les résultats principaux de notre thése seront dans un premier temps comparés aux données
expérimentales disponibles puis aux simulations de dynamique moléculaire de I'a-syn réalisés
par d’autres auteurs . Enfin nous expliquerons les causes des différences structurelles entre le
WT et les mutants, notamment chez les diméres, afin de pouvoir émettre des hypothéses sur

les propriétés favorisant ’agrégation et par hypothése sa toxicité.

7.1 Hétérogénéité des structures de ’a-synucléine

La caractéristique majeure de I’a-syn est sa capacité a changer constamment de forme ce qui
rend cette protéine trés complexe a étudier. Reproduire I’ensemble de ’espace conformationel de
I'a-syn au travers de simulations de dynamique moléculaire est donc trés difficile. Par ailleurs,
tous les différents champs de force utilisés pour tenter de reproduire la dynamique de 1'a-
syn posseédent des biais.

En comparant la formation d’hélices et de feuillets S pour le WT d’a-syn simulé avec
différents champs de force ([75][68][74][73]) ainsi qu'avec UNRES (cette thése), on s’apercoit
facilement qu’il existe des écarts marqués entre les différents résultats @ figure 10
panneau du haut). Comparé a notre étude, certaines simulations, notamment les réfs [75] [68][73]
surestiment la formation d’hélices contrairement & celles de la réf [74] qui ont plutét tendance
a la sous estimer. On retrouve cependant des maxima de probabilité des hélices similaires entre
certaines études, notamment au voisinage du résidu 60 dans les travaux des réfs [75] et [73].
Nos résultats présentent le plus grand accord pour la formation des hélices avec la réf [75],

excepté pour les résidus autour de A78, bien plus favorables & la formation d’hélice dans notre
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cas. Expérimentalement, les régions 20-23 et 48-90 ont été identifiées comme ayant une forte
tendance a former des hélices dans la forme tétramérique hélicoidale de I'a-syn [103] ainsi que

pour le monomeére en interaction avec une membrane [61], incluant donc la région du résidu

ATS8.

Pour les feuillets 3 , les différences entre les différentes simulations sont bien plus complexes
a identifier (chapitre 3|figure 10 panneau du bas). Les travaux des réfs [75)] et [74] montrent une
tendance & la formation de feuillets g sur 'entiéreté de la séquence, tandis que ceux des réfs
[54] et [73], prédisent des régions en feuillets § plus localisées avec des probabilités bien plus
faibles.

Comparer les probabilités de formation des structures secondaires de la séquence est dif-
ficilement réalisable expérimentalement. Un parameétre intéressant plus global est la fraction
moyenne de résidus en hélice et en feuillet 8 au sein des conformations du WT en solution. Des
données de dichroisme circulaire (DC) donnent environ 2+3% et 11+7% pour les fractions en
hélice et en feuillet- respectivement [104]. D’autres données, extraites par la méme méthode,
donnent dans une premiére étude <2% pour les hélices et 30% pour les feuillets 5 [105], et
dans une seconde 3+1% pour les hélices et 23£8% pour les feuillets 5 [L06]. Des simulations
de dynamique moléculaire prédisent dans une étude 2% en hélices et 11% en feuillet 5 [75]
et dans une autre, 20+4% et 26.8+6.8%, respectivement[74] . Dans notre cas, nous obtenons
10% de résidus en hélice et 31% en feuillet 5 . Ce ratio de 3 entre les deux types de structures
secondaires se rapproche des résultats de [104]. On notera que dans notre étude, I’hélice la
plus présente se situe dans le Cterm. Si on ignore le Cterm, la fraction en hélice tombe a 5%
et se rapproche ainsi des autres études[104] [106] [75]. La nature des feuillets 8 est également
un critére de comparaison. En effet, les fibrilles formées par I’a-syn et caractérisées par FTIR
présentent majoritairement des feuillets § paralléles, tandis que les oligoméres sont majoritai-
rement constitués de feuillets 5 anti-paralléles [47]. On retrouve en effet dans notre ensemble
plus de feuillets S paralléles dans nos DTFs et plus de feuillets S anti-paralléles dans les autres
diméres désordonnés. A partir des données FTIR, la proportion de feuillets [ est estimée a
35+5% dans des oligomeéres constitués de 10 & 40 molécules et de 65+10% dans les fibrilles.
Bien que notre ensemble conformationel d’a-syn ne se résume qu’a des diméres et que 1’échelle
de temps de nos simulations est beaucoup plus réduite que la phase de nucléation des fibrilles
observée expérimentalement, on retrouve les mémes ordres de grandeurs avec 44.4% pour les

dimeres désordonnés et 57.8% pour les DTFs.

Le rayon de giration (Rg) est une métrique trés utilisée expérimentalement et donne une
idée globale de la taille de la protéine. Un Rg moyen de 27.240.44 A est mesuré par diffusion
des rayons X pour le WT en solution [I07], proche de la valeur calculée dans notre ensemble
pour les monomeres (24.7 A) Les rayons de giration d’a-syn WT et des mutants est de I'ordre
de 10 Aplus grand (chapitre 4|table 3). A notre connaissance, malheureusement, il n’existe pas
de données SAXS ou SANS pour les diméres. On retrouve cependant dans le cas de solutions
constituées de monomeéres du WT et dans certains conditions particulieéres, des Rg allant jusqu’a

42.7 A [107]. 11 est intéressant de noter que non seulement les parameétres physico-chimiques
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de la solution peuvent altérer le Rg de la protéine [107] mais que nos résultats indiquent que la
présence de diméres en solution peut conduire & un Rg apparent des monomeéres sur-estimé. Nos
calculs de la distribution de Rg @ figure 10 ), montrent que ce paramétre ne permet pas
de classer de maniére pertinente les conformations d’a-syn méme si plusieurs sous-population
de Rg sont discernables.

L’hétérogénéité de I'a-syn et les différences entre les mutants et le WT se traduisent égale-
ment par la présence des DTFs en plus grand nombre chez A30P et E46K avec 14.04% et 15.73%
respectivement au sein des dimeéres. A53T en forme plus faiblement avec 10.65%, suivi du WT
avec 8.33%. On observe cependant seulement 23% de diméres dans notre ensemble complet de
conformations pour A30P, contre 29 %,31% et 35% pour A53T, WT et E46K, respectivement.

On peut imager ces pourcentages de la fagon suivante :

- Pour 123 monomeéres en solution A30P forme 20 dimeéres désordonnés, 3 DTFs et 77 mo-
nomeéres libres

- Pour 121 monomeéres en solution W'T forme 28 diméres désordonnés, 3 DTFs et 69 monoméres
libres

- Pour 129 monomeéres en solution A53T forme 26 diméres désordonnés, 3 DTFs et 71 mono-
meéres libres

- Pour 135 monomeres en solution E46K forme 30 dimeéres désordonnés, 5-6 DTFs et 65 mono-

méres libres

Hormis E46K, la formation de DTFs est équivalente pour ces protéines. Les différences im-
portantes entre les DTF W' et les mutants sont discernables dans la localisation et la taille

des régions de la séquence agrégées.

7.2 Les points d’accroche des DTFs

Nos résultats ont montré la présence de deux régions d’accroche principales entre les deux
monomeéres, une premiére dans le Nterm les résidus 36-56 et une seconde dans le NAC les résidus
69-95. La probabilité de formation de contacts entre les monomeéres de ces régions dépend de
la présence d’'une mutation. A30P formera moins de contacts dans le Nterm tandis que A53T
en formera moins dans le NAC. On retrouve sensiblement les mémes régions d’accroche dans
les DTFs. Ces résultats peuvent étre corrélés a une étude réalisée par AFM sur des diméres en
solution [55]. Un des monomeéres est accroché a la pointe de 'AFM et l'autre sur une surface.
Les courbes force-distance ainsi réalisées permettent d’extraire une longueur de contour de la
protéine. Cette donnée exprime la taille de la partie de la protéine qui n’intervient pas dans la
dimérisation. Elle est donnée de I'extrémité du Cterm jusqu’au dernier résidu en contact entre
les deux monomeéres. Dans ’étude [55], la distribution de cette donnée présente plusieurs pics
pour E46K et A53T contrairement & A30P et au WT. L’existence de plusieurs points d’accroche
dans nos simulations pour les DTFs de A53T (Nterm + NAC) et E46K (Nterm + prolongement

135



CHAPITRE 7. DISCUSSION

du Nterm) et d’un seul point d’accroche pour A30P et le WT (NAC) pourraient expliquer ce
résultat expérimental [55] . En considérant la distance entre deux C® d’environ 3.8 A, on peut
évaluer une longueur de contour comme étant deux fois la distance entre le dernier résidu du
Cterm et le premier résidu formant un CTF. Pour les DTF du WT et de A30P de notre étude,
on retrouve ainsi une longueur de contour de 357 A des résidus 94 a 140. Pour A53T et E46K,
on trouve deux valeurs 380 A (91-140) et 585 A ( 64-140). Dans I'expérience,[55], les maxima
de probabilité majeurs de la longueur de contour ont des valeurs de 340 A et 440 A, soit du

méme ordre de grandeur.

Le segment 38-53 présente un trés grand intérét dans I’étude de I'a-syn , en effet sa région
de départ 36-40 est a 'origine de bon nombre d’observations expérimentales : i) le résidu L38
est le premier résidu de la boucle dans la forme hélicoidale de I'a-syn liée & une membrane,
ii ) cette région contient les premiers résidus formant le début des feuillets 5 natifs retrouvés
chez 2n0a et 6ssx (premier résidu 35 et 37 respectivement), iii) cette région est le point de
départ de la formation d’une hairpin[68]. On trouve au début de cette région une des quatre
tyrosines présentent dans la protéine. Cette tyrosine Y39 est I'unique présente dans le Nterm, les
trois autres se situent dans le Cterm (aux résidus 125, 133 et 136). Le segment 38-53 a aussi la
particularité d’étre le siege des mutations connues favorisant la formation de fibrilles amyloides,
notamment E46K et A53T[108][109]. Seule A30P n’y appartient pas et c’est justement la seule

mutation qui n’a pas d’impact sur 'oligomérisation de la protéine.[27]

La comparaison de la formation d’une boucle dans le segment 35-53 du WT et des mutants
A30P, A53T et E46K a mis en évidence une bien plus grande probabilité de formation pour
le WT des hairpins Hyy 49 et H3s 36 ainsi que la formation d’un plan 3 constitué de ces deux
boucles. Le mutant Emut, également peu toxique [102] réalise une proportion encore plus grande
de ces structures. Tous les mutants étudiés, excepté Emut, possédent une proportion de ces
structures bien inférieure a celle du WT (voir page [93|[chapitre 5| et [figure 6.5 page
[119/[chapitre 6) .

Ces résultats peuvent étre reliés a la formation plus favorables des DTF pour tous les mu-
tants. La formation de CTF se fait sur des segments contenant en partie ou complétement
le segment 38-53 pour A5H3T, E46K, Kmut, Lmut et Wmut alors que les CTF se forment uni-
quement sur la fin du NAC pour A30P. Le WT posséde un comportement semblable & A30P
pour la formation des CTF. Emut ne forme que trés peu de CTF qui sont positionnés avant
le segment 38-53. L’hypothése qui résulte de ces observations est que la formation des hairpins
Hy1 /42 et Hss z6 pourrait protéger la formation de CTE dans la région 38-53 et notamment au
voisinage du résidu L38. La[figure 7.1 illustre cette hypothése en présentant les 2 cas de figures
principaux retrouvés de maniére trés probable pour le WT et Emut (Structures A). Ces deux
structurations possibles de ce segment le rendent trés compact et complique la formation de
CTF entre les résidus impliqués dans les feuillets 5 . Dans le cas de figure ot deux monomeéres
constitués de ces structures se rencontrent, la probabilité de former des CTF est tres faible.
L’encombrement stérique des différentes structures proposées pourrait ainsi influer sur la pro-

babilité de formation de CTF. Ainsi il serait plus difficile pour les monomeéres de Emut et du
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WT de former des DTF dans cette région.
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FIGURE 7.1 — Schéma des possibilités d’agrégation de la région 38-53 en fonction de la présence
des hairpins Hss_36 et Hy1_40 . L’échelle de couleur illustre la probabilité de formation de CTF
entre les différentes structurations A,B et C de cette région.

Cette hypotheése est illustrée par exemple sur la structure d’Emut donnée page
127| qui montre la présence de la Hyq_4o associée a un troisiéme brin  formé par le début du
Nterm. Le plan § ainsi formé protége 'expansion des CTF au dela du résidu 35.

Les écarts de formation de feuillets § sont moindres dans cette région entre les mutants et
le WT probablement car les mutations n’impactent que peu la formation de feuillets 5 mais

impactent grandement la structuration de ces feuillets S au sein de la protéine.

Probabilité

1 20 40 60 80 100 120 140
Séquence

FIGURE 7.2 — Probabilité par résidu de formation de feuillets g avec le résidu L38 dans l’en-
sembled de nos simulations des monoméres pour le WT (noir), A30P(rose), A53T(orange) et
E46K(cyan) . La position du résidu L38 est identifiée par une barre pointillée.

A30P est un cas particulier puisqu’il ne posséde que peu de hairpins Hy; 40 et Hss_ 36 mais
est dans l'incapacité de former des CTF dans cette région. La proline forme, sur la quasi

totalité de I’ensemble des conformations, une boucle induisant une forte augmentation de la
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proportion de feuillets 5 dans la région (figure 8 . Ce phénomeéne totalement absent
chez les autres protéines étudiées pourrait également permettre de protéger les résidus voisins
du résidu 38. Une analyse complémentaire donnée donne la probabilité de formation
d’un feuillet 5 entre le résidu 38 et le reste de la séquence. Le résidu 38 a dans le cas de A30P
(courbe rose) une trés forte affinité avec le résidu 23 a hauteur de prés de 50%. Ce phénomére
pourrait défavoriser la formation des CTF du résidu 38 avec son homologue dans un autre
monomere. .La courbe noire du WT montre la forte affinité du résidu 38 avec les résidus 33 et
45 du a la présence des Hss_ 36 et Hy_yo .

Les DTF pourraient étre en principe détectés en utilisant la technique FRET. En effet,
nous avons comparé dans la publication soumise nos simulations aux données
FRET mesurées sur des diméres et oligomeéres. Cette technique consiste a fixer une paire de
molécules fluorescentes donneur/accepteur d’énergie sur deux entités dont on veut mesurer
I'interaction, ici deux a-syn identiques. Dans l'expérience & laquelle nous avons comparé nos
résultats, les fluorophores sont attachés de maniére covalente au résidu 90 de mutants A90 [110].
La comparaison de nos résultats avec ces données nécessiterait de simuler les fluorophores ce
qui est trés complexe et au-dela des objectifs de notre travail. Une comparaison qualitative
est posssible en simulant l'efficacité FRET E par la formule £ = 1/[1 + (d/Ry)®] ou Ry est
la distance de Foster R =60A et d est la distance entre les C® des résidus A90 de notre
simulation augmentée de 20A pour tenir compte de la taille des fluorophores. Dans nos diméres
désordonnés, on retrouve un pic a faible efficacité(<0.15) et a haute efficacité (>0.75). Dans
les DF'T, un seul pic est visible avec une efficacité >0.9. Un grand nombre de CTF induit donc
une augmentation de lefficacité FRET mesurable. Dans la ref [110], il a été démontré que les
oligomeéres avec une haute efficacité FRET sont toxiques. Les diméres montraient un mélange
de signaux de faible et haute efficacité difficiles a séparer. Cela suggére que les DTF pourraient
correspondre par comparaison a ces données et la proximité structurale avec les fibrilles a des

formes toxiques d’agrégats.

7.3 Elongation des CTFs dans les DTFs

L’analyse de I’ensemble des DTF trouvés dans nos simulations montrent que les DTF faibles
en CTF s’agrégent plutot dans la région du résidu 85 (observable pour A53T,A30P, WT figure
9 et Wmut [figure 6.12|chapitre 6| page [126|). Ces DTF forment difficilement des CTF
en direction du Nterm. Les DTF ayant une région de CTF la plus longue sont plutot dans la

région du résidu 38 (observable pour E46K, A53T figure 9 et Lmut, Kmut [figure 6.12

ichapitre 6| page [126)). De plus les CTF formés en dehors des régions retrouvées pour les fibrilles

expérimentales (PDB ID : 6ssx et 2n0a) sont absents sur les DTF avec le plus grand nombre

de CTF (observables sur E46K, A53T figure 9 et Emut, Kmut, Wmut (figure 6.12
chapitre 6).

Un autre phénomeéne intéressant est la faible présence de CTF dans la région 57-70 de la

séquence et I’absence totale de CTF dans la région 70-80 pour le WT et les mutants. L’analyse
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de la formation de CTF dans nos DTF met en évidence que la moitié des DTF trouvés chez
A53T, E46K et Kmut ne forment pas de CTF au dela du résidu 57 et que 'autre moitié ne va
pas au dela du résidu 70. Pour Wmut et Lmut la totalité des DTFs ne va pas au dela du résidu
57. En allant du Nterm au Cterm, & partir du résidu 57, le nombre de contact moyen chute
fortement pour toutes les protéines et ne remontent que pour certaines a partir du résidu 70
(figure 2 [chapitre 4 et [figure 6.8 page [122).

Une nouvelle fois, le comportement a I’échelle du monomére pourrait expliquer ces phéno-

meénes. Le segment 53-68 a été observé dans des simulations de dynamique moléculaire sous
forme d’hélice |28 [68, 1T11]. Dans nos simulations, on retrouve également cette forte proportion
d’hélices pour le WT et les mutants avec un maximum atteint pour le résidu 58. On observe
également une forte proportion de feuillets 8 avec deux maxima pour les résidus 55 et 63. Les
analyses effectuées ont montré que ces feuillets 5 étaient un mélange d’hairpins mais également
de feuillets 8 a longue distance. De méme, la région 75-82 a la possibilité de former a la fois
des hélices et des feuillets g . Ces régions ont donc une treés grande diversité de conforma-
tions possibles & ’échelle des monomeéres, ce qui pourrait expliquer leur difficulté a se dimériser

notamment sous forme de DTF.
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FIGURE 7.3 — Cartes de contacts des conformations appartenant aux états possédant le maxi-
mum de contacts inter-chaines sur la figure 1 du [chapitre 4.

Dans les DTF possédant déja des CTF formés des résidus 38 a 57, les présences d’hélices et
de feuillets  intra-chaine se maintiennent dans la majorité des protéines et peuvent expliquer
la difficulté d’élongation de la région des CTF. De plus, au sein de la portion de séquence
38-95 dans le cas du WT (segment favorable a l'agrégation des fibrilles expérimentaux), la
portion de séquence STEKTKEQVTNVGG68 ne posséde que 2 résidus hydrophobes V63 et
V66 soit environ 12% de la portion de séquence. Ce segment différe grandement de la portion
de séquence positionnée avant, 38-56 qui posséde 43% de résidus hydrophobes avec une portion

de 7 résidus non hydrophobes 41GSKTKEG47 dont le nombre de contact moyen présente

une légére décroissance pour la plupart des protéines (figure 2 |chapitre 4 et [figure 6.8 page

122,) Le segment 37-68 différe également de la portion de séquence suivante 69-95 qui est
composée de 53% de résidus hydrophobes. Toutes les mutations étudiées n’affectent que tres
peu la quantité de résidus hydrophobes hormis Wmut qui ajoute un résidu plus hydrophobe

que la valine présente initialement dans tous les motifs KTKEGV. Dans les diméres les plus

agrégés retrouvés pour les mutants Kmut,Lmut, Wmut,A30P et E46K (figure 6.15|[chapitre 6| et
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figure 7.3)), le segment 57-66 d’une des chaines sera cependant capable de former des feuillets

B paralléles avec un segment différent de I'autre chaine.

7.4 Identification de résidus clés dans ’agrégation de 1’a-
syn

De nombreuses analyses expérimentales ont permis de définir des régions jouant un role dans
I'agrégation de la protéine a-syn . Pour le WT, on retient le résidu I88 qui est le résidu qui
s’aggrége le plus dans les diméres. Cette observation est en accord avec le fait que la suppresion
de la portion de séquence A85-E94 entraine une réduction de la polymérisation de 'a-syn [112].
L’a-syn dont les résidus V71 a V82 sont tronqués ne parvient pas a se polymeériser sous forme
de fibrilles [112]. Cela est en accord avec le fait que les résidus K80-V82 forment des CTF chez le
WT. Les résidus A76 et V77 ont été identifiés comme n’étant pas essentiels a la polymérisation
individuellement mais leur manquement simultané entraine I’absence de formation de fibrilles
[112]. Dans notre étude, T75 et A76 ont en effet une probabilité élevée de formation de contacts
dans les diméres et notamment sous forme de CTF.

Le NAC est souvent décrit comme étant la région principale d’agrégation, cependant notre
étude montre que le Nterm ne doit pas étre oublié. En effet, pour A53T et E46K c’est cette
région qui forme principalement des CTF. Son role dans la structuration des monomeéres est
important comme démontré dans les sections précédentes avec une forte affinité des résidus du
Nterm pour la formation de feuillets 5 et notamment de hairpins. Il a récemment été découvert
que les segments G36-S42 (appelé P1) et K45-E57 (appelé P2) régulent la polymeérisation de
Va-syn [113][9]. Le retrait de P1 & un pH de 7.5 empéche 'agrégation de I'a-syn mais pas a
un pH de 4.5. Le retrait de P1 et P2 aux deux pH différents empéche ’agrégation. Dans nos
simulations, le champ de force a été calibré uniquement pour le pH de 7. Les mutations E46K
et A53T ont eu un fort impact dans la formation de CTF dans cette région. De plus, dans
les DTF du WT, on observe une forte proportion de feuillets g intra-chaine dans la région
G36-S42 précédée d’une région formant des feuillets § inter-chaines 43-51 (figure 8 .
Il est donc possible que la formation de feuillets 8 intra-chaine soit couplée a la formation de
fibrilles (ce qui conforte également 'hypothése émises sur les hairpins). La région P2 posséde
des résidus en commun avec la région formant des hélices pour les monomeéres du WT (figure
8 et les dimeéres (figure 6 et 8 [chapitre 4)). Ces observations sont également valables
pour A30P. On peut donc clairement penser que ce segment favorable a la formation d’hélice

joue un roéle important dans la multimérisation.

7.5 Les différences monoméres-diméres

Il est intéressant de remarquer que les propriétés structurales des diméres du WT et des
mutants sont trés différentes. Toutes les analyses ont montré des écarts considérables, que ce

soit dans la quantité d’agrégation, les régions d’agrégation, les différentes structures trouvées
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le long de la séquence , etc. Cependant a 1’échelle monomérique, les profils de probabilité
de former des feuillets 5 et des hélices le long de la séquence, les densités de probabilités
des couples du nombre de résidus en feuillets 8 et en hélices, etc, ont montré des différences
moindres ne permettant pas de tirer des conclusions. Notamment, E46K, est trés similaire au
WT & I’échelle monomérique. Kmut se différencie par une légére hausse de feuillets 5 et une
diminution forte d’hélice par rapport au WT. La méme diminution d’hélice est observée pour
Wmut qui cependant posséde pour le reste une structure trés proche du W'T, cependant plus
compacte. A53T et Lmut ont une plus grande quantité d’hélices. La seule grande différence qui
relie tous ces mutants plus toxiques que le WT est la forte diminution des Hyi_40 et H3s_36 .
Enfin Emut, le mutant peu toxique, est trés proche du WT dans tous les domaines a 1’échelle
monomeérique. Avec sa mutation forte amenant une proline, A30P voit cependant sa structure
proche de la mutation trés affectée et par conséquent ne posséde que peu de Hyy_40 et Hss_ 36 .
Le reste des observations sur A30P reste proche du WT. Deux choses peuvent ressortir de ces
observations.Premiérement, les conformations du WT et Emut semblent étre le résultat d'un
équilibre délicat entre des conformations en hélices et en feuillets 5 . Une surexpression ou
sous expression, méme légére des hélices ou des feuillets 5 chez les mutants les plus toxiques,
semble pouvoir entrainer de lourde différence dans la structuration des dimeéres et sur leur
mode d’agrégation. Pour A30P, les conséquences de la mutation sur les diméres sont également
fortes mais ce mutant conserve une grande similitude avec le WT pour la classe des DTF.
Deuxiémement, les Hyy_ 49 et H3s_ 36 , qui sont pratiquement invisibles lorsqu’on regarde les
probabilités de formation de feuillets 8 par rapport & la séquence pour les monomeres, ont un

role majeur dans la dimérisation révélé par notre analyse des conformations des diméres.

7.6 Nouvelle structure secondaire : la tresse

Nos analyses ont mis en évidence la présence d’un nouveau type de structure secondaire
que nous avons nommeé tresse. Ce type de structure, mélangeant a la fois un comportement
d’hélice et de feuillets [ , est abondant pour ’a-syn a la fois dans sa forme sauvage et pour les
mutants. Il a été démontré que cet état est un état métastable lorsque que 'a-syn est simulée
avec d’autres champs de force. Les différentes études menées ont permis de démontrer que ce
phénomeéne n’est probablement pas un simple artefact du champ de force UNRES. 1l est tres
intéressant de voir qu’on retrouve ce type de structure pour Af, la protéine liée & la maladie
d’Alzheimer, dans les simulations d’"UNRES. AS;_45 forme plus de tresses que A ;49 considérée
comme moins toxique. . Il est cependant difficile de corréler la présence de cette structure et les
différentes hypothéses d’augmentation de la toxicité des protéines établies précédemment. Des
analyses complémentaires en calculant le déplacement chimique de ces structures pourraient

étre réalisées afin de vérifier expérimentalement si on retrouve la tresse chez 'a-syn et AS.
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7.7 Origine de la toxicité

Les raisons de la toxicité des protéines est un sujet encore trés débattu. La présence abon-
dante de fibrilles amyloides d’a-syn dans le cerveau laisse a penser que ce type de structure
est la cause principale de la toxicité et du déclenchement des maladies dégénératives comme la
maladie de Parkinson. Plusieurs études ont montré cependant qu’en réalité certains oligomeéres
pourraient étre encore plus toxiques que ces fibrilles y compris des oligoméres de trés petites
tailles comme des diméres pour le WT. Au travers notre étude sur les diméres, nous avons
essayé d’identifier les causes qui pourrait justifier a cette échelle une toxicité plus grandes pour
certains mutants.

Le cas idéal serait de trouver un critére commun a tous les mutants les plus toxiques artificiels
(Kmut,Lmut et Wmut) [58] et les mutants ponctuels qui favorisent 1’apparition de la maladie de
Parkinson A53T et E46K non représenté ou faiblement pour le WT, Emut et A30P et ainsi de
pouvoir facilement émettre une hypothése sur ce qui augmente la toxicité a I’échelle moléculaire.

La quantité de DTF aurait pu étre la raison la plus évidente pour justifier la toxicité.
Cependant nous avons vu précédemment que leur quantité au sein de notre ensemble de dimére
était quasiment équivalente pour toutes les protéines de I'a-syn . De plus, une étude suggeére
que ce n’est pas la quantité de dimeéres qui serait le paramétre le plus pertinent mais les
propriétés structurelles de ces diméres pendant la phase d’auto-assemblage dans le processus de
neuro-dégénérescence [42]. En effet, dans nos simulations les DTF se différencient par les points
d’accroche entre les deux monomeéres chez le WT et les mutants. Le WT ne forme ses CTF
qu’a la fin du NAC avec une taille allant jusqu’a 18 résidus. Emut n’en forme que des petits
au début du Nterm dans une région hors des régions d’agrégation des fibrilles expérimentales.
Les mutants A53T et Wmut sont capables d’en former de la méme facon que le WT ou dans
la région 35-57. Lmut, Kmut et E46K en forment uniquement de trés longs dans la région 38-
57(70). A30P en forme dans la méme région que le WT mais en quantité moindre. Les mutants
considérés comme les plus toxique,s par leur formation plus favorables d’inclusions, ont donc
des DTF plus longs faisant intervenir le Nterm. Cette caractéristique peut donc potentiellement
accélérer le processus de formation des fibrilles qui sera bien plus lent pour le WT puisque ses
diméres ne parviennent que difficilement & former des grandes quantités de CTF. Le processus
sera encore plus long pour A30P qui forme encore moins de CTF que le WT en accord avec le
ralentissement de la formation des fibrilles causé par cette mutation [27]. Cette hypothése est
donc probablement la plus robuste puisqu’elle relie plusieurs observations expérimentales [55]
[42].

Une seconde observation importante est la grande population de dimeéres tres agrégés qui se
trouvent chez les mutants les plus toxiques Ces dimeéres sont constitués de feuillets g paralléles
dont l'interaction se fait entre des résidus différents de chaque chaine ce qui les différencient
des DTF. Ces structures font intervenir la région 57-90 d’un des monomeéres trés facilement
alors que cette région ne forme que tres rarement des CTF dans toutes les protéines étudiées.
L’autre monomeére fera intervenir une des régions plus hydrophobes ce qui facilite 'agrégation.

Le WT ne forme quasiment pas ces dimeéres et son état le plus agrégé est en réalité ’état des
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DTF. Emut en forme des moins agrégés. A I'inverse, A30P forme ces diméres trés agrégés. Seul
un mutant considéré comme favorisant la maladie de Parkinson fait exception, A53T, qui ne
forme que des diméres peu agrégés. Cette observation ne doit pas étre négligée car ces diméres

pourraient également jouer un role important dans I’équilibre de la protéine.
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Chapitre 8
Conclusion et perspectives

Trouver des traitements pour les maladies neurodégénératives est un des plus grands chal-
lenges du 21¢™¢ siécle. La premiére étape de ce défi est de comprendre les causes de ces maladies.
La maladie de Parkinson ressort comme étant liée a la protéine a-syn et son comportement dans
le cerveau humain. Le caractére intrinsequement désordonné de I’a-syn implique une multitude
de conformations possibles et complique grandement son étude expérimentale. La puissance
informatique et les avancées scientifiques dans la description des interactions entre les atomes
permettent aujourd’hui d’étudier des protéines de maniére numérique et d’obtenir une grande
quantité d’informations sur leurs caractéristiques structurelles. La méthode de dynamique mo-
léculaire a gros grains UNRES utilisée dans cette thése a permis notamment de réaliser des
simulations & des échelles de temps effectives importantes pour se rapprocher au mieux des
temps pertinents pour 'agrégation de ’a-syn . Elle a permis également d’étudier cette protéine
sous forme de dimére, cette performance n’a que trés rarement été réalisée dans la littérature
scientifique. Plusieurs millions de conformations induisant plusieurs centaines de gigas de don-
nées ont ainsi pu étre traités et analysés pour apporter de nouvelles informations sur la protéine
a-syn . Ainsi nous avons pu contribuer & répondre aux différentes problématiques autour de

I'a-syn données dans I'introduction de cette thése :

Q1 : Quelles sont les différentes conformations du monomeére d’a-syn ?

Nous avons identifié dans une premier temps deux phases dans les monoméres. Une premiére
phase constituée de conformations contenant uniquement des feuillets S et une seconde phase
contenant un mélange d’hélices et de feuillets 5 . Les hélices moins nombreuses se retrouvent
dans toutes les régions de la protéine et de différentes tailles. Les feuillets § peuvent se former
a longue distance entre les différentes régions de la protéine comme sous forme de hairpin avec
notamment les Hy_ 49 et Hss_ 3¢ identifiées comme étant bien plus présentes chez le WT que
chez les mutants plus toxiques de I'a-syn . L'impact des mutations est facilement identifiable
pour A30P avec une augmentation forte de la formation de feuillets S dans la région de la
mutation tandis que la mutation A53T fait croitre la formation d’hélices. E46K reste quant a

lui proche du comportement du WT.
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Q2 : Quelles structures monomériques de ’a-syn seraient favorables a I'agrégation 7

La formation des Hyi_49 et Hss_ 3¢ dans le Nterm semblent étre un frein dans la formation
de CTF. La structuration des monomeéres au moment de leur interaction influerait sur l’ar-
rangement des dimeéres et pourrait donc étre importante pour former des fibrilles. La forte

hydrophocité du NAC en fait une région majeure de contact dans la dimérisation d’a-syn.

L’impact des hélices et d’autres types de feuillets 8 a longue distance est difficile a établir.
Le role du Cterm semble étre également complexe & évaluer puisqu’il ne forme que trés peu de
feuillets 5 mais trés souvent de petites hélices. Peu de contacts se forme dans cette région entre

les monoméres dans les diméres.

Q3 : Quelles sont les régions favorables a la formation de diméres de type fibrille chez I'a-
syn?

L’étude des CTF a permis de répondre a cette question. Ces contacts formés entre deux rési-
dus de méme indice entre les deux monomeéres sont la signature de la formation des fibrilles
chez a-syn . Dans les diméres simulés ici, on observe la formation de tel contacts. Les DFT
se forment préférablement dans une petite portion de la séquence a la fin du NAC pour le
WT et A30P tandis que les mutations E46K et A53T favorisent la formation de DTF dans
une trés grande région allant du Nterm a partir du résidu 36 jusqu’au début du NAC. ; A53T
est également capable de faire un petit nombre de CTF dans la méme région que le WT et A30P.

Q4 : Existe t-il d’autre types de dimeéres chez I'a-syn ?

Les dimeéres type fibrille ne sont effectivement pas les seuls diméres présents dans notre en-
semble. Ils sont méme minoritaires puisque la plus grande partie des diméres sont désordonnés.
On retrouve notamment un grand nombre de diméres capables de former des feuillets 5 pa-
ralleles avec des indices de résidu décalés entre les deux monoméres. Ce type de diméres se
retrouve en grand nombre chez A30P et E46K.

Nos analyses ont confirmé le caractére trés désordonné de la protéine et la possibilité de
formation de diméres pré-fibrillaires dans 1’étape d’auto-assemblage de fibrilles amyloides. Nos
simulations restent cependant une prédiction théorique du comportement de la protéine. L’utili-
sation d'une méthode a gros grains induit une perte de résolution sur la structure de la protéine
par les différents facteurs moyennés lors du calcul. Par comparaison avec d’autres études de
dynamique moléculaire, le champ de force utilisé UNRES semble surexprimer les feuillets S .
Le point de départ de nos simulations utilisé peut également étre un biais, en effet nous avons
fait le choix de mettre face a face les mémes régions de la protéine pour les deux monomeéres.
Ce choix était naturel au vu des différents résultats expérimentaux et notamment ’allure des
fibrilles amyloides qui font interagir les mémes régions des monomeéres entre elles. Nos simula-
tions ont donc probablement plus facilement favoriser la formation de contacts de type fibrille.
Des calculs partant avec deux monomeéres en sens opposé ont été réalisé et montrent que que la

formation de C'TF est plus difficile a réaliser dans ce cas. La structure des deux monomeéres va
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devoir subir de nombreux réarrangements pour trouver la conformation favorable & la formation
de CTF. Un temps de calcul bien plus long serait donc nécessaire pour observer la formation
de DTF en utilisant ces conditions initiales défavorables. Néanmoins, il serait intéressant dans
le futur, bien que couteux en temps de calcul, de poursuivre de telle simulations et d’examiner
en détail les diméres désordonnés qui en résulterait.

Cette these et les simulations réalisées ont pour but de donner des pistes de recherche aux
expérimentateurs sur la protéine a-syn . De nombreuses analyses complémentaires peuvent
étre réalisées pour notamment comprendre 'importance du C-terminal trés discuté dans la lit-
térature scientifique. L’impact de cette région n’est pas ressorti dans nos résultats. Différentes
trajectoires d’une a-syn ;_g5 ne possédant pas de C-terminal pourraient permettre de com-
prendre son role. Plusieurs simulations supprimant d’autres portions de la protéine pourraient
également mettre en avant leur importance notamment sur des portions possédant le motif
KTKEGV. Le role des hélices peut étre également approfondi, le motif 58KTKEQV63 présente
un acide glutamique trés favorable a la formation d’hélice contrairement a la glycine plus com-
munément retrouvée a cette position dans le motif KTKEGV. Ce résidu est trés défavorable a
la formation d’hélice. La mutation Q62G pourrait donc considérablement déstabiliser 1'hélice et
ainsi mettre en avant son importance. Enfin ’a-syn ne se limite pas a la formation de diméres
, grace aux modeles & gros grains il serait possible de réaliser des analyses de triméres jusqu’au
tétramere. Il pourrait étre intéressant d’étudier la croissance d’une fibrille en partant de la
structure expérimentale de code pdb 2n0a et ainsi d’étudier les résidus clés pour la fixation.
La simulation prenant comme point de départ une structure de DTF de notre ensemble pour-
rait également étre intéressante afin de voir si la fixation d’un troisieme monomeére viendrait

favoriser la formation de CTF comme pour les structures expérimentales.
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