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Avant-propos  

Ce rapport présente les résultats obtenus durant ma thèse au sein du groupe "Evolution, Structure et Fonction 

des RCPG" sous la direction du Dr Marie Chabbert de l’équipe CARME du laboratoire MITOVASC à l’université 

d’Angers. 

 

L’objectif principal de notre groupe est de mieux comprendre les mécanismes moléculaires conduisant à 

l'activation des RCPG et à la sélectivité fonctionnelle (activation d'une voie spécifique), avec un but à long 

terme dans la conception de médicaments. Notre approche est basée sur le couplage entre les simulations de 

dynamique moléculaire et les informations évolutives. L'analyse de l'évolution révèle des positions dont la 

mutation a été cruciale pour l'évolution et la divergence des familles de RCPG et peut donc avoir un rôle 

important dans la spécificité des récepteurs et leur mécanisme d'action. 

 

Au sein de notre groupe, nous nous  concentrons sur les mécanismes moléculaires conduisant à l'activation et à 

la signalisation biaisée des récepteurs AT1 et AT2 de l'angiotensine II en réponse à la liaison du ligand ou à des 

stimuli physiques. Plus précisément, cet objectif a été subdivisé en 2 projets visant à répondre à 2 questions 

principales: 

Projet 1 : Quel est le rôle de l'ion sodium dans le mécanisme d'activation et la signalisation biaisée ? 

Projet 2 : Quels sont les effets du stress mécanique (pression, tension, forces de cisaillement) et de la 

composition de la membrane sur l'activation des récepteurs ? 

 

Le projet 2 est mon sujet de thèse principal. Il s’intéresse à élucider  les mécanismes moléculaires de la 

réponse des récepteurs AT1 et AT2 de l’angiotensine II à des stimuli mécaniques et à étudier l’influence de la 

composition membranaire. Ce projet a été initié avec mon arrivée au laboratoire, il a demandé de nombreux 

développements méthodologiques et d’approches exploratoires de ma part. C’est donc lui que je présenterai en 

détail dans cette thèse, accompagné de résultats complémentaires en Annexe I. 

 

Pendant mes 3 années de thèse, je me suis aussi  impliquée dans le premier projet sur le rôle de l’ion sodium et 

l’évolution des récepteurs AT1 et AT2. Ce projet a fait l’objet d’une publication récente dont je suis co-premier 

auteur. Elle est intitulée «Evolutionary information helps understand distinctive features of the angiotensin II 

receptors AT1 and AT2 in amniota » (Plos Comput Biol, 2022, doi: 10.1371/journal.pcbi.1009732). Je 

présenterai cet article, accompagné de quelques commentaires pour y détailler mon rôle en Annexe II.1. 

 

Au cours de cette thèse, j’ai aussi participé à deux articles méthodologiques, publiés sous forme de chapitres 

dans Methods in Molecular Biology. Ils seront présentés en Annexe II.2. Finalement, j’ai collaboré en support 

pour l’analyse des données à plusieurs projets de mes collègues. Les abstracts seront présentés en Annexe II.3.  

 

Certains des résultats des articles en Annexe sont insérés dans la partie bibliographique soit à titre didactique 

pour les chapitres méthodologiques, soit pour leur importance pour mon projet de thèse principal.  
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INTRODUCTION 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont des récepteurs transmembranaires qui agissent comme 

une boîte de communication transformant des messages extracellulaires en réponses cellulaires. Les RCPG 

jouent un rôle important dans des nombreuses fonctions physiologiques et pathologies du corps humain. Une 

meilleure compréhension de ces récepteurs aura un impact considérable sur la conception des médicaments. En 

effet, les chercheurs estiment qu'environ un tiers de tous les médicaments commercialisés agissent en se liant 

aux RCPG [1]. L’évolution technologique et la disponibilité récente de nombreuses structures cristallines de 

RCPG contribuent fortement à la conception de nouveaux ligands basée sur leur structure.  

Un des systèmes les plus ciblés est le système rénine-angiotensine (SRA). Ce système joue un rôle essentiel 

dans la physiopathologie cardiovasculaire et rénale, en exerçant un large éventail de processus homéostatiques 

et modulateurs, notamment la régulation de l'équilibre hydrique et salin, la vasoconstriction, le remodelage 

cellulaire/tissulaire et le dysfonctionnement du système cardiovasculaire [2]. 

Au cœur de ce système se trouve l'angiotensine II (AngII), un peptide bioactif. Un grand nombre de ses effets 

s’exerce en se liant à deux récepteurs couplés aux protéines G : le récepteur de l'AngII de type 1 (récepteur 

AT1) et le récepteur de l'AngII de type 2 (récepteur AT2) [3,4]. AT1 est exprimé dans la plupart des organes et 

des tissus et est fortement impliqué dans l'hypertension, le dysfonctionnement endothélial et les maladies 

cardiovasculaires [5]. L'activation du récepteur AT1 médiée par l'AngII induit l’activation de diverses voies de 

signalisation cytoplasmique qui conduisent, entre autres, au remodelage des  cellules musculaires lisses 

vasculaires (CMLV) et des cardiomyocytes, y compris l'hypertrophie et la migration [6]. 

AT2 est exprimée majoritairement dans la vie fœtale. Son expression diminue rapidement après la naissance, 

sauf dans des conditions pathologiques ou certains organes comme l’utérus ou le cerveau. Le récepteur AT2 est 

décrit comme ayant des effets opposés à AT1 [7]. Il confère une protection cardiaque et une diminution de la 

pression artérielle  mais le mécanisme d’action de ce récepteur reste inconnu à ce jour [8].   

Le mécanisme d’activation d’AT1 et AT2 par l’angiotensine II est beaucoup plus clair depuis la récente 

résolution des structures cristallographique d’AT1 (pdb ID : 6OS0) [9] et AT2 (pdb ID : 6JOD) [8] complexés 

avec l’AngII. Néanmoins de nombreuses questions restent en suspens. En effet, ces structures donnent une 

image statique des récepteurs et ne reflètent pas leur nature dynamique qui est fondamentale pour leurs 

fonctions in vivo (ref Latorraca et al., 2017) 

Des études expérimentales montrent que certains RCPG vasculaires, dont AT1, sont mécanosensibles et 

activables par les forces mécaniques [10], soit par l’effet des forces de cisaillement générées par le flux sanguin 

[11] ou par l’effet de l’étirement membranaire [12], généré par l’environnement des vaisseaux. Cette activation 

peut être directe ou indirecte par l’intermédiaire de la membrane lipidique. En effet, des études montrent que la 

tension de surface membranaire et les propriétés physico-chimiques des lipides sont extrêmement sensibles 

aux forces mécaniques [13]. De plus, une composition lipidique particulière peut induire l’activation spontanée 

de certains GPCR, en particulier les lipides anioniques [14]. Parmi ces lipides, on note la famille des 

phosphatidylglycérols tel que les DOPG (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]) [15,16].   
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Pour le récepteur AT1, l’activation générée par le stress mécanique contribue à des voies de signalisation 

semblables à celles induites par l’angiotensine II [11], mais l’influence de la composition membranaire et le 

mécanisme moléculaire d’activation restent inconnus.  

L'objectif de ce projet est d'approfondir la compréhension des mécanismes moléculaires conduisant à 

l'activation d’AT1 et AT2 en absence du ligand naturel, l’angiotensine II, en particulier par l’effet du stress 

mécanique. Il s’agira en particulier d’éclaircir le rôle de l’eau, de l’ion sodium et de la composition lipidique dans 

les changements conformationnels de ces  récepteurs induits par un stress méca 

nique. 

En utilisant une approche in silico de modélisation moléculaire et de simulations de dynamique moléculaire 

classique et dirigée, nous visons à répondre aux questions suivantes : 

- Des facteurs mécaniques modifient-ils la conformation des récepteurs AT1 et à l'AT2, en absence de ligand, 

influençant ainsi l'activité basale des récepteurs et la réponse ultérieure à la liaison du ligand ?  

- Certains types de lipides dans l’environnement des récepteurs peuvent-ils agir sur l’activation des récepteurs 

par stress mécanique ? Si oui, leur action est-elle due à une interaction spécifique avec le récepteur ou à une 

modification de la fluidité membranaire ?  

- Quelles sont les étapes du mécanisme d’activation d’AT1 et d’AT2 affectées par les facteurs externes que sont 

le stress mécanique et les lipides de l’environnement ?  

- Quelles sont les différences structurales entre AT1 et AT2 qui peuvent avoir un rôle dans la réponse 

différentielle de ces deux récepteurs aux facteurs externes ?  

Les réponses à ces questions visent à comprendre la base moléculaire de l'activation des récepteurs AT1 et AT2 

et le rôle supposé de divers facteurs (composition de la membrane et stress mécanique) dans ce mécanisme. 

Dans ce rapport de thèse, nous allons tout d’abord commencer par  une synthèse bibliographique présentant 

tout d’abord les récepteurs couplés aux protéines G, en insistant sur l’effet du stress mécanique et des lipides 

sur l’activité de ces récepteurs en absence du ligand naturel, et sur les récepteurs de l’angiotensine II, AT1 et 

AT2, puis les principes de la modélisation moléculaire et des simulations dynamiques classiques et dirigées. 

Enfin, nous présenterons le sujet principal de thèse, en décrivant en détail les méthodes utilisées et nos 

résultats, pour les discuter ainsi que les perspectives qu’ils ouvrent. Les travaux complémentaires que j’ai 

réalisés au cours de cette thèse seront présentés en Annexe.  
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1. Les récepteurs couplés aux protéines G 

1.1. Présentation des récepteurs couplés aux protéines G 

1.1.1. Structure des récepteurs couplés aux protéines G 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus grande famille de protéines membranaires 

du génome humain et une cible importante  pour l'industrie pharmaceutique [1].  

Le génome humain présente plus de 800 RCPG. Chacun d'entre eux est hautement spécifique pour un signal 

particulier [17]. Les RCPG sont constitués d'une seule chaine polypeptidique intégrée à la membrane plasmique. 

Ils sont formés de 7 segments transmembranaires en hélice α reliés par des  boucles à l'intérieur (ICL) et à 

l'extérieur (ECL) de la cellule. Ils sont activés par la fixation de ligands spécifiques, appelés agonistes. Pour la 

majorité des récepteurs, la cavité extracellulaire est le principal site de fixation des agonistes (site 

orthostérique) auquel peuvent contribuer les boucles extracellulaires [17]. Il peut aussi exister des sites de 

fixation dits allostériques, distincts du site orthostérique qui permettent à un ligand « allostérique » de moduler 

la fixation de l’agoniste et l'activité du récepteur [18] 

 Les ligands agonistes des RCPG sont chimiquement et physiquement diversifiés et peuvent inclure : des 

photons, des ions (H+, Zn++, Ca++, etc.), des substances odorantes; des substances gustatives, des 

vitamines (niacine, vitamine A, etc.), des protéines (chimiokines, hormones glycoprotéiques, etc.), des 

peptides, des amines (dopamine, sérotonine, etc.), des nucléotides, des lipides et un grand nombre de 

métabolites intermédiaires [18]. L'activation des RCPG se traduit par divers signaux médiés par les protéines G 

hétérotrimériques, les β-arrestines ou d’autres effecteurs (Figure 1) [18]. Ces voies de signalisation contrôlent 

de nombreux processus biologiques et pathologiques majeurs dans les systèmes neuronaux, cardiovasculaires, 

immunitaires et endocriniens [19]. En conséquence, les RCPG sont la cible thérapeutique de plus de 35 % des 

médicaments cliniquement approuvés. Environ 700 médicaments approuvés ciblent 134 RCPG [1].  

 

Figure 1 : Structure des récepteurs couplés aux protéines G.  
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Les RCPG constituent donc une grande famille de récepteurs qui se lient à une grande variété de ligands et sont 

impliqués dans diverses voies de signalisation. La liaison d’un agoniste sur son récepteur induit un 

réarrangement  conformationnel et le passage d’un état inactif vers un état actif de celui-ci. Ce changement 

structural  permet le couplage d’une protéine effectrice (protéine G ou β-arrestine) et l’initiation d’une cascade 

de voies de signalisation intracellulaire.  

Les protéines G  sont composées de 3 sous-unités Gα, Gβ et  Gγ. Elles sont classées en quatre familles (Gi, Gs, 

G12/13, et Gq) en fonction de leur sous-unité α qui induit des réponses intracellulaires différentes. Les 

protéines Gαs et Gαi régulent l'activité de l'adénylyl cyclase, tandis que Gαq active la phospholipase Cβ et que 

Gα12/13 peut activer les familles de petites GTPases Rho. La famille Gαq comprend quatre membres : Gαq, 

Gα11, Gα14, et Gα15/16 [20]. Certains récepteurs peuvent se lier à différentes protéines G. A l’état inactif, les 

protéines G sont hétérotrimériques et la sous-unité Gα fixe une molécule de GDP. Lors de l’activation par la 

fixation au récepteur, la sous-unité Gα libère le GDP et fixe du GTP. Cet échange est suivi par la dissociation du 

récepteur de Gα d’un côté et du dimère Gβ-Gγ de l’autre. Gα reste actif jusqu’à l’hydrolyse du GTP en GDP qui 

permet la reformation de l’hétérotrimère inactif. A l’état actif, Gα active les enzymes cibles, libérant des 

effecteurs secondaires tels que l'AMPc, les phosphates d'inositol et l’ion Ca2+, induisant différentes réponses 

cellulaires [21].  

Le récepteur actif peut aussi fixer les β-arrestines, en particulier après avoir été phosphorylé par des kinases 

spécifiques [21]. Les β-arrestines désensibilisent le récepteur en empêchant les protéines G de se coupler au 

récepteur activé et activent l’internalisation du récepteur par endocytose. De plus, les β-arrestines elles-mêmes 

déclenchent des voies de signalisation spécifiques, indépendantes des protéines G [21] (Figure 2). 

 

 
Figure 2 : Voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G.  

 

1.2. Classification des récepteurs couplés aux protéines G 

En 2003, Fredriksson et al. ont identifié plus de 800 séquences de RCPG humains et réalisé une analyse 

phylogénétique de 342 séquences uniques de RCPG humains fonctionnels non olfactifs. Ils ont identifié 5 
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grandes familles, nommées Glutamate, Rhodopsine, Adhésion, Frizzled/taste2, et Sécrétine, formant ainsi le 

système de classification GRAFS (Glutamate, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled/Taste2, Secretin) [22,23]. 

 

Famille de la rhodopsine (classe A) : C’est la plus grande famille de RCPG. Elle comprend environ 700 

membres chez les humains, avec environ 400 récepteurs olfactifs et 300 récepteurs non olfactifs. Selon 

Fredriksson et al., cette famille est en outre divisée 4 groupes principaux [22]: 

Groupe α : Ce groupe comprend les récepteurs des prostaglandines, les récepteurs des amines, les opsines et le 

groupe des récepteurs MECA (Melanocortin, EDG, Cannabinoid, Adenosine). 

Groupe β : Ce groupe n'a pas de branche principale et comprend 36 récepteurs (Figure 3). Tous les ligands 

connus de ces récepteurs sont des peptides (par exemple, les récepteurs de l'hypocrétine (HCRTRs), les 

récepteurs du neuropeptide FF (NPFFs), les récepteurs de la tachykinine (TACR), etc.) 

Groupe γ : Ce groupe a trois branches principales : le groupe des récepteurs SOG (somatostatine, opioïde, 

galanine), le groupe des récepteurs MCH (melanin-concentrating hormone), et le groupe des récepteurs des 

chimiokines. 

Groupe δ : Ce groupe comprend trois branches principales : les récepteurs de la famille MAS, le groupe des 

récepteurs des hormones glycoprotéines et le groupe des récepteurs des purines. Les récepteurs olfactifs se 

brancheraient sur ce groupe. 

 

Famille des récepteurs de la sécrétine (classe B1) : Elle comprend environ 60 membres et se caractérise 

par la présence d'un grand domaine N-terminal (entre 60 et 80 acides aminés), appelé ectodomaine, contenant 

des ponts disulfure conservés. L’ectodomaine est particulièrement important pour la liaison du ligand à ces 

récepteurs [22]. Les RCPG de la famille B ont une morphologie similaire à celle des récepteurs d’hormones 

glycoprotéiques (groupe δ de la classe A), mais ils ne partagent pas d’homologie de séquence. Leurs ligands 

comprennent des hormones de poids moléculaire élevé telles que le glucagon, la sécrétine, la calcitonine, etc. 

[23,24] 

 

Famille des récepteurs d’Adhésion (classe B2) : appelé B2 en raison de leur similarité avec les récepteurs 

de la sécrétine pour la partie transmembranaire. Les membres de cette famille sont définis par leur structure 

particulière avec une grande région extracellulaire. Les extrémités N-terminales sont de longueur variable, 

d'environ 200 jusqu’à 2800 acides aminés, et sont souvent riches en sites de glycosylation et en résidus 

proline, formant ce qui a été décrit comme des tiges ressemblant à des mucines susceptibles de participer à 

l'adhésion cellulaire [22,23] . 

 

 Famille des récepteurs de glutamate (classe C) : La famille C recrute environ deux douzaines de RCPG 

tels que les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR) et les récepteurs de détection du Ca2+. Cette 

famille comprend également les récepteurs GABAB1 (2 variants d’épissage) et GABAB2 et certains récepteurs du 

goût TAS1. Comme la famille B, ces récepteurs possèdent de grands ectodomaines responsables de la liaison du 

ligand [22,23]. 
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Famille des récepteurs Frizzled/taste2 (classe F) : Cette famille comprend 2 groupes : les récepteurs  

Frizzled et les récepteurs de goût TAS2 [22]. Les récepteurs Frizzled sont définie par des caractéristiques 

structurelles conservées, avec un domaine de liaison au ligand riche en cystéines. Les récepteurs Frizzled sont 

les récepteurs des protéines sécrétées Wnt (glycoprotéines), ainsi que d'autres ligands. Ils jouent un rôle 

essentiel dans le développement embryonnaire et, en particulier, dans la polarité et la segmentation cellulaire 

[22,25] 

 

 

 

Figure 3 : Exemples de structures cristallographiques des différentes classes des RCPG.  
Les structures sont issues de la Protein Data Bank. Les légendes correspondent à l’article correspondant. 
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1.3. Les récepteurs de classe A 

1.3.1. Evolution des récepteurs de classe A par multi-dimensional scaling 

La famille des récepteurs de classe A représente la famille la plus diversifiée avec environ 700 récepteurs 

olfactifs et non olfactifs. Ses membres sont caractérisés par des motifs de séquence conservés qui impliquent 

des caractéristiques structurelles et des mécanismes d'activation communs [26]. 

Notre équipe a contribué à la classification des récepteurs de classe A non olfactifs en utilisant l’approche de 

multi-dimensional scaling [27,28]. Cette méthode permet d’avoir une vue tri-dimensionnelle de l’espace de 

séquence et de distinguer ainsi différents groupes de récepteurs. Notre équipe a mis en évidence quatre 

groupes de récepteurs dont un groupe central et 3 groupes périphériques, suggérant un mécanisme d’évolution 

radial :  

Groupe central 0 : regroupant les récepteurs de peptides, les opsines et les récepteurs de la mélatonine 

Groupe périphérique 1 : regroupant les récepteurs somatostatine/opiacés, chimiotactiques et purinergiques 

Groupe périphérique 2 : regroupant les récepteurs d’amines et de l’adénosine  

Groupe périphérique 3 :  regroupant les récepteurs de la mélanocortine, les récepteurs des prostaglandines, les 

récepteurs Mas et les récepteurs des hormones glycoprotéiques [28].  

Cette classification met en évidence le rôle des mutations des résidus proline des hélices transmembranaires 2 

et 5 dans l’évolution des RCPG de classe A. Elle diffère de celle de Fredriksson et al. par la position des 

récepteurs purinergiques. Notre équipe a confirmé indépendamment le lien entre les récepteurs 

somatostatine/opiacés, les récepteurs chimiotactiques et les récepteurs purinergiques [29].  

 

Figure 4 : Evolution des RCPG humains de classe A non olfactifs.  
(A) Arbre évolutif obtenu par la méthode neighbour-joining; (B) Représentation par multi-dimensional scaling. Le code 

couleur indique les différentes sous-familles [28]. 

1.3.2. Structures cristallographiques des GPCR de classe A 

Grâce à la  cristallographie, depuis 2007, il y a eu une augmentation exponentielle du nombre de RCPG 

complexés à différents ligands (agonistes, antagonistes, agonistes inverses) dont la structure a été résolue 

(Figure 5a). Ces structures ont apporté de nombreuses informations sur le mécanisme moléculaire d’activation 

de ces récepteurs [30]. 
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Plus récemment, le développement de la technologie de cryo-microscopie électronique (cryo-ME) a permis de 

déterminer certaines structures de RCPG couplés aux protéines G hétérotrimériques (Figure 5b), par exemple le 

récepteur 1 de la neurotensine (PDB ID : 6OS9). Ces progrès ont permis de mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires de régulation de ces récepteurs. 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 

Figure 5 : Evolution du nombre de structures cristallographiques de RCPG.  
La figure est issue de [31]. Le Tableau indique le nombre de structures en 2022. 

 

Dans un recensement des structures cristallographiques des RCPG de classe A effectué en 2020, notre équipe a 

compté 57 RCPG dont 39 récepteurs dans la forme inactive, 2 récepteurs dans la forme active et 16 récepteurs 

dans différentes états d'activation. La Figure ci-dessous (Figure 6) montre les différentes sous-familles des 

RCPG de classe A et les structures résolues dans chaque sous famille [30]. 
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Figure 6 : Arbre évolutif des RCPG humains de classe A indiquant les structures résolues. 
La couleur des cercles correspond aux sous-familles indiquées à gauche. Les cercles pleins indiquent au moins une structure 

résolue. Les carrés indiquent les structures actives [30]. 

1.3.3. La nomenclature Ballesteros-Weinstein 

Afin de faciliter la comparaison des structures des récepteur de classe A, la méthode de numérotation  de 

Ballesteros-Weinstein [32] est amplement utilisée. Cette méthode est basée sur la présence de résidus 

hautement conservés dans chacune des sept hélices transmembranaires (TM). 

 La numérotation  se compose de deux nombres. Le premier désigne l'hélice n (1-7), le second la position du 

résidu par rapport au résidu le plus conservé de l’hélice n, défini comme le numéro n.50. Ci-dessous sont listés 

les résidus les plus conservés des récepteurs de classe A qui servent d’ancrage et leur nomination respective 

selon la méthode de Ballesteros-Weinstein  [33]: 

TM1 : Une asparagine (N1.50) 

TM2 : Un acide aspartique (D2.50) 

TM3 : L’arginine du motif E/DRY (R3.50) 

TM4 : Un tryptophane (W4.50) 

TM5 : Une proline (P5.50) 

TM6 : La proline du motif  CWxP (P6.50) 

TM7 : La proline du motif NPxxY (P7.50) 

Les autres résidus dans l’hélice seront numérotés selon leur position relative par rapport à la position n.50. Par 

exemple, le résidu 2.43 correspond à un résidu situé dans l’hélice 2 et positionné 7 résidus en amont du résidu 

le plus conservé dans cette hélice, D2.50. 
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1.4. Mécanisme d’activation des  récepteurs couplés aux 

protéines G 

L’explosion structurale des RCPG de classe A a permis de dévoiler leur similarité structurale très importante au 

niveau des hélices transmembranaires malgré de faibles identités de séquences (autour de 30% dans les 

différentes sous-familles et en-dessous de 20% entre les sous-familles). Ceci explique à la fois la conservation 

d’un mécanisme général et la diversité des ligands et des effecteurs.  

1.4.1. Structures actives et inactives 

La comparaison des structures actives et inactives des RCPG de classe A montre les changements majeurs de 

conformation du récepteur lors de l'activation qui se produisent du côté intracellulaire. A l’état actif, les hélices 

transmembranaires TM5 à TM7 se réarrangent pour permettre l'insertion de la protéine G (Figure 7). TM6 fait 

un mouvement vers l’extérieur ou « avant » et s’éloigne de près de 14 Å de TM3, alors que TM7 fait un 

mouvement vers l'intérieur ou « arrière » [34]. Dans certains cas, on observe aussi un redressement de TM5 et 

la formation d’une hélice α dans ICL2. 

 

 

Figure 7 : Changements conformationnels des RCPG de classe A lors de l'activation. 
 Deux RCPG de classe A capturés par cristallographie dans leurs conformations inactive et active révèlent des changements 
de conformation communs lors de l'activation. La réorganisation de TM6 et TM7 est mise en évidence par une couleur plus 
foncée dans la conformation active. M2 est le récepteur muscarinique 2 de l'acétylcholine et β2R est le récepteur beta 2 

adrénergique.  
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1.4.2. Les motifs d’activation des RCPGs 

Les GPCR de classe A partagent un mécanisme  d’activation commun liant le site de fixation du ligand au site de 

couplage avec les protéines G. En analysant 234 structures de 45 sous-familles de RCPG de classe A, Zhou et 

al. ont détecté 34 paires de résidus impliqués avec un réarrangement conservé chez les récepteurs de classe A 

pendant  l’activation [26]. Ces paires de résidus sont impliquées dans des motifs clés très conservés tels que 

CWxP, DRY, NPxxY, PIF et le site de fixation de l’ion Na+, reliant ainsi directement le site de fixation du ligand à 

la région de couplage avec les protéines G [26] (Figure 8). Ces motifs ont un rôle important dans le mécanisme 

d’activation des RCPG : 

 

Le motif CWxP : appelé aussi « transmission switch/Trp Rotamer Toggler switch », consiste en la relocation de 

W6.48 vers P5.50 à l’état actif des récepteurs.  

 

Le motif PIF : forme une interface entre TM5, TM6 et TM3, près du site de fixation du ligand dans le récepteur. 

Pendant l’activation, on observe un déplacement vers l'intérieur du résidu P5.50 couplé avec une rotamérisation 

du résidu I3.40, un déplacement important de la chaîne latérale de F6.44, et la rotation vers l’extérieur de 

l'hélice 6 du côté cytoplasmique. 

 

Le site de fixation de l’ion sodium : certaines structures cristallographiques montrent la présence d’un ion 

sodium dans la partie transmembranaire du récepteur. L’ion sodium a un effet de régulateur allostérique négatif 

stabilisant l’état inactif du récepteur. Le site de fixation du sodium est bien conservé chez les RCPG de classe A 

et certaines mutations des résidus de ce site peuvent déclencher des activations constitutives. Le site se 

réorganise lors de l’activation et ne permet plus la fixation du sodium. 

 

Le motif NPxxY : le motif NPxxY a été initialement proposé pour expliquer la présence de l'interaction entre 

Y7.53 dans TM7 et F7.60 dans l'hélice H8 dans la structure inactive de la rhodopsine. Une telle interaction peut 

stabiliser l'état inactif du récepteur [35]. Lors de l’activation Y7.53 forme de nouveaux contacts avec les résidus 

3.43, 3.46 et R3.50. 

 

Le DRY motif : appelé aussi verrouillage ionique ou « ionic lock », décrit les liaisons ioniques fortes entre 

R3.50 et D/E3.49 de TM3 et dans certains cas avec E6.30 de TM6, stabilisant l’état inactif des RCPG et 

empêchant l’interaction de R3.50 avec l'extrémité C-terminale de la sous-unité α de la protéine G. Dans certains 

RCPG à l’état actif, R3.50 forme des liaisons hydrogènes avec Y5.58 [35]. 
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Figure 8 : Les cinq motifs structuraux conservés des RCPG de classe A. 
Ces motifs relient le site de fixation du ligand ausite de couplage avec les protéines G. Ils sont organisés en couches avec 

les motifs CWxP, PIF, site sodium, NPxxY, DRY positionnés de haut en bas [26]. 

1.4.3. Structures actives non canoniques  

La plupart des structures cristallographiques actives présentent les mêmes caractéristiques d’activation 

(mouvement en avant de TM6 et mouvement en arrière de TM7). Mais parfois, il existe des exceptions à la 

norme où une structure active présente des caractéristiques non canoniques. C’est le cas pour le récepteur 

humain 1 de la neurotensine (hNTSR1). Kato et al. ont publié  récemment la structure cristallographique active 

du NTSR1 couplé à la protéine Gi sous deux formes, canonique C et non canonique NC [36]. Les comparaisons 

structurales révèlent que hNTSR1 à l'état C adopte la conformation canonique d'un RCPG activé, mais que 

hNTSR1 à l'état NC présente certaines caractéristiques des conformations actives et inactives; les motifs TM5, 

TM6 et DRY (déplacement de R3.50 de 2.1Å) adoptent des conformations actives tandis que TM7 (y compris le 

motif NPXXY) est dans une conformation inactive (Figure 9d,e). Notons cependant que la structure est à une 

résolution de 3Å. Ces caractéristiques non canoniques ont été aussi observées pendant des simulations de 

dynamique moléculaire du récepteur β2 adrenergique (β2AR) comme un état intermédiaire d’activation [37].  
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Figure 9 : Comparaison structurale de hNTSR1 dans les états canonique C et non canonique NC. 

(a-e) Structures superposées de hNTSR1, à l'état C (bleu) et à l'état NC (rouge), et de rNTSR1, à l'état actif (vert) et à l'état 

inactif (gris). Vue latérale (a) et intracellulaire (b) de la structure globale, et vue agrandie des motifs PIF ou PAF (c), DRY 

(d) et NPXXY (e). Les hNTSR1 à l'état C et NC sont superposés au rNTSR1 à l'état actif (a-e, gauche) et au rNTSR1 à l'état 

inactif (a-e, droite). Les flèches marquent les différences entre les structures superposées [36]. 

 

1.5. Rôle de l’eau dans l’activation des récepteurs couplés aux 
protéines G 

Les structures cristallographiques montrent la présence des molécules d’eau dans la partie transmembranaire 

des récepteurs [38]. Ces molécules contribuent à 2 réseaux polaires conservés chez les RCPG. Le premier 

réseau est présent dans les états actif et inactif. Le deuxième réseau se forme lors de l’activation. Ces réseaux 

impliquant des molécules d’eau jouent un rôle important dans l’activation et la stabilisation des RCPG. En effet, 

ces molécules d’eau stables permettent des interactions entre résidus protéiques polaires stabilisant ainsi 

certaines conformations [38]. Le nombre des molécules d’eau présenté dans les structures cristallographiques 

en particulier dans les structures actives, peut dépendre de la résolution cristallographique de la structure d’où 

l’importance des simulations dynamiques pour estimer et valider le nombre et le réseau des molécules d’eau 

plus correctement [39,40].  

Les simulations de dynamique moléculaire montrent que, lors de l’activation de certains RCPG, un canal continu 

d’eau se forme dans la partie transmembranaire [41,42]. A l’état inactif, ce canal est bloqué par une couche 

d’acides aminés hydrophobes qui est située près du motif NPxxY. Cette couche forme un portail qui s’ouvre lors 

de l’activation, du fait de la rotamérisation de la tyrosine  Y7.53 (Figure 10) [42]. 
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Figure 10 : Canal d’eau du récepteur A2AR actif couplé à la protéine Gα et au ligand NECA.  

Le canal est visualisé par la densité moyenne de l’eau. La tyrosine Y7.53 est représentée en bâtonnets jaunes [42]. 

1.6. Rôle de l’ion sodium chez les récepteurs couplés aux  
protéines G 

L’un des motifs les plus conservés chez les RCPG de classe A est le site de fixation de l’ion sodium. La présence 

d’un ion sodium a été mise en évidence dans les structures cristallographiques à l’état inactif de plusieurs 

récepteurs appartenant à différentes branches des  RCPG de classe A (le  récepteur de l’adénosine A2A, le 

récepteur PAR1, le récepteur adrénergique β1AR, le récepteur opiacé δ-OR, et le récepteur dopaminergique 

D4). Ces récepteurs partagent les mêmes positions de fixation de l’ion sodium [43]. Dans tous les cas étudiés, 

l’ion sodium interagit avec le résidu D2.50 chargé négativement, en présence d’un maximum de 10 molécules 

d’eau participant à la coordination du sodium avec les résidus de son site. Le site de fixation du sodium inclut 

des résidus des hélices TM1, TM2, TM3, TM6, TM7. Les résidus formant le site sodium sont très conservés 

(Figure 11a). Parmi eux, l’acide aspartique D2.50 est toujours impliqué dans l’interaction avec l’ion sodium. Les 

autres résidus interagissant directement avec l’ion changent selon la nature du récepteur  (par exemple 7.45, 

7.46, 3.35, 3.39, 7.49, etc.) [36]. 

L’ion sodium a un rôle essentiel dans de nombreuses fonctions physiologiques. Il peut avoir des rôles directs et 

indirects dans le fonctionnement des RCPG. Le premier rôle du sodium sur les RCPG qui a été mis en évidence 

est un effet allostérique négatif [44]. Cet effet a d’abord été mis en évidence chez les récepteurs opiacés [45]. 

L’étude  montre que le sodium module négativement la fixation de l’agoniste sans affecter l’affinité des 

antagonistes [45]. Par la suite, cet effet a été observé pour plus de 15 RCPG différents, y compris les 

récepteurs α-adrénergiques, dopaminergiques, sérotoninergiques, neurotensines et autres [44]. 

En plus de l’effet allostérique négatif de l’ion sodium, la mutation des résidus du site de fixation du sodium, en 

particulier D2.50, peut inhiber la signalisation par les protéines G en présence d’un agoniste (cas du récepteur 

AT1 de rat [46] ou du récepteur A2A de l’adénosine [47]) ou induire une signalisation biaisée (cas du récepteur 

opiacé δ [48,49]) (Figure 11a). L’analyse des structures cristallographiques et les simulations dynamiques des 

RCPG montrent qu’à l’état actif, le site de fixation du sodium est déstabilisé par les mouvements drastiques des 

hélices. La réorganisation des hélices est  incompatible avec la fixation de l’ion sodium dans son site. Cela 
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suggère que la relocation du sodium est nécessaire pour l’activation du récepteur [44]. Parmi les facteurs qui 

peuvent influencer le rôle de l’ion sodium sur l’activation des RCPG, se trouvent le pH et le potentiel de la 

membrane. En effet, la protonation de D2.50 à un faible pH, dans  un environnement acide, peut faciliter la 

sortie de l’ion sodium et activer certains RCPG de classe A [50,51]. Le sodium étant chargé positivement, il 

devrait aussi être sensible au potentiel  électrostatique membranaire, ce qui permettrait à ce potentiel d’agir via 

le sodium sur l’activité des RCPG [50]. 

 

Figure 11 : Rôle de l’ion sodium chez les RCPG de classe A. 
(a) Logo plots du site sodium pour les RCPG de classe A non-olfactifs (NR), les récepteurs chimiotactiques (CHEM) et les 

récepteurs purinergiques (PUR) [52]; (b) Réseau Na+/eau du site sodium des RCPG de classe A; (c) Rôle du sodium et effet 

des mutations du site de fixation du sodium. Figure adaptée de [44]. 
 

1.7. Effet de la composition lipidique dans l’activation des 
récepteurs couplés aux protéines G  

La membrane cellulaire est formée d’une bicouche lipidique dans laquelle des protéines transmembranaires 

peuvent s'insérer. Les protéines membranaires se sont adaptées pour tenir compte des propriétés physico-

chimiques de la bicouche lipidique. Par conséquence, tout  changement dans la composition de la bicouche 

lipidique peut affecter la structure et la fonction des protéines transmembranaires et en particulier les RCPG 

[53]. Ces effets peuvent être attribués soit à une modification des propriétés de la bicouche (épaisseur, 

courbure et tension superficielle), soit aux interactions de lipides spécifiques avec les protéines [53]. Les lipides 

liés peuvent influencer également les interactions ternaires entre les RCPG et les protéines G [54]. Parmi les 

lipides les plus documentés pour avoir un effet sur les RCPG, se trouvent le cholestérol, les omega-3 et les 

phospholipides chargés négativement. 

1.7.1. Effet du cholestérol sur le fonctionnement des RCPG 

Le cholestérol peut affecter les RCPG de deux manières. Il peut soit se lier directement au récepteur et ainsi 

moduler de manière allostérique l'affinité des ligands, l'efficacité des agonistes et l'activité spontanée du 
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récepteur. Il peut également affecter indirectement les RCPG en modifiant la fluidité et l'organisation de la 

membrane, ce qui a une incidence sur la signalisation des RCPG [55].  

Le cholestérol a été trouvé co-cristallisé avec de nombreux RCPG de classe A, ce qui suggère une possible 

liaison spécifique. En 2021, Jakubik et al. ont comptabilisé 44 structures cristallographiques de récepteurs 

complexés à une molécule de cholestérol, appartenant à 18 RCPG de classe A différents (Figure 12) [55]. En 

fonction de l’emplacement du site de fixation du cholestérol, ce dernier peut affecter la fixation du ligand, la 

fonction du récepteur ou l’oligomerization du récepteur [55].  Par exemple le  groupement hydroxyle du 

cholestérol peut avoir une interaction directe avec le motif DRY stabilisant ainsi l’état actif du récepteur [14]. La 

présence du cholestérol peut aussi moduler la dimérisation de certains récepteurs, soit directement quand le 

cholestérol est une partie intégrante de l'interface protomère-protomère (par exemple dans le cas du récepteur 

α2C-adrenergique 6KUW), soit indirectement quand le cholestérol affecte l'organisation de la membrane 

plasmique qui, à son tour, affecte le processus d'oligomérisation en altérant la diffusion des récepteurs [55]. 

 

Figure 12 : Sites de fixation du cholestérol dans les RCPG de classe A.  
Le cholestérol est visualisé en bâtonnets jaunes. Figure issue de [55]. 

 

1.7.2.  Effet des lipides anioniques : exemple du phosphatidyglycérol (PG) 

Des études antérieures montrent que les RCPG peuvent être affectés par les lipides anioniques tels que les 

DOPG (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycérol)]) ou les PIP (phosphatidylinositol phosphate) [56]. 

Ici nous détaillerons les données sur les DOPG que nous avons utilisés au cours de la thèse. Les DOPG 

appartiennent à la famille des phosphatidyl-glycérols. Ces lipides diffèrent des POPC par la longueur d’une des 

chaines lipidiques et par la charge électrostatique de la tête des phospholipides. En effet, dans la famille des 

phosphatidylchlolines, tels que le POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphocholine), la charge positive du 
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groupement choline neutralise la charge négative du groupement phosphate, alors que, dans le cas des DOPG, 

les lipides sont chargés négativement par le groupement phosphate (Figure 13). 

L’action de ces lipides sur les RCPG a été étudiée expérimentalement. Par exemple, dans le cas des récepteurs 

β2 adrénergiques, les DOPG présentent 3.6% de la composition membranaire mais 16% des lipides liés au 

récepteur, facilitant ainsi son activation [53]. Dans le cas du récepteur 1 de la neurotensine (NTSR1), les DOPG 

augmentent le couplage de la protéine G au récepteur [15]. 

Des études bioinformatiques de simulations dynamiques révèlent que, dans le cas des récepteurs β2 

adrénergiques, les DOPG stabilisent la conformation active plus longtemps que les phosphatichlolines [57] et 

que, dans le cas des  récepteurs de l’adénosine dans une bicouche DOPG, des  préactivations  du récepteur  en 

absence de son ligand et des activations reproductibles en présence du ligand ont été observées [16]. Les 

lipides anioniques DOPG facilitent ou maintiennent donc l’activation de certains RCPG. Le but de notre étude est 

de chercher si les lipides anioniques, en particulier les DOPG, peuvent intervenir dans le mécanisme d’activation 

des récepteurs mécanosensibles à l’étirement de la membrane. 

 

Figure 13 : Présentation schématique des phosphatidycholines et les phosphatidyglycerols. 

1.7.3. Lipides à action fluidifiante sur la membrane : les oméga 3 

Les acides gras oméga-3 polyinsaturés, tels que le DHA (acide docosahexaénoïque) et l'EPA (acide 

eicosapentaénoïque) ont généralement des effets bénéfiques sur la santé humaine. Ils sont considérés comme  

des composants membranaires majeurs des cellules du cerveau et ils sont fortement impliqués dans les 

fonctions cérébrales [58]. L’oméga-3 module des propriétés clés des membranes cellulaires, comme la fluidité, 

et affecte ainsi le comportement des protéines transmembranaires comme les récepteurs couplés aux protéines 

G. Guixà-González et al. ont montré que les niveaux de DHA dans la membrane module la cinétique de 

l’oligomérisation des RCPG de classe A, en particulier les oligomères des récepteurs A2A de l'adénosine et D2 de 

la dopamine [59]. En effet, les résultats montrent que des niveaux plus élevés de DHA accélèrent l'agrégation 

des protéines, grâce à un nombre de contacts protéine-protéine plus élevé, et soulignent le rôle de la cinétique 

dans la modulation de l'oligomérisation des récepteurs A2A et D2 (Figure 14) [59]. D’autres études montrent 

que le récepteur GPR120 (GPCR de classe F) est un senseur fonctionnel d'oméga-3 qui exerce une puissante 

action de sensibilisation à l'insuline et des effets antidiabétiques in vivo en réprimant l'inflammation tissulaire 

induite par les macrophages [60].    
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Figure 14 : Influence de la composition membranaire sur le nombre de contacts entre récepteurs. 

L’évolution du nombre moyen de contacts protéine-protéine par protomère a été mesurée sur un ensemble des simulations 
des récepteurs A2A et D2 [59]. 

 

1.8. Activation des récepteurs couplés aux protéines G par le 
stress mécanique  

La capacité de sentir et de s'adapter à l'environnement est essentielle à la survie de tous les organismes. Au 

cœur de ces mécanismes de survie, se trouve la mécanotransduction. La mécanotransduction désigne le 

phénomène biologique par lequel les contraintes mécaniques appliquées aux cellules sont traduites en signaux 

biochimiques qui provoquent des réponses adaptatives [61]. La mécanotransduction est impliquée dans de 

nombreuses réponses biologiques essentielles, de la vasodilatation à l'audition, l'équilibre, la sensation de la 

position des articulations, la contraction musculaire et le toucher [61]. 

Plusieurs avancées récentes dans ce domaine ont suscité un grand intérêt, qui s’est traduit par l’attribution du 

prix Nobel de médecine 2021 à David Julius et Ardem Patapoutian pour leur découverte de transducteurs 

thermiques et mécaniques [62]. 

 

1.8.1. Stress mécanique subi par les cellules  

Une cellule peut subir trois types de conditions externes entraînant un stress mécanique sur la membrane 

plasmique (Figure 15) : (1) les forces de  cisaillement [13] qui résultent du contact d’une cellule avec une 

surface mobile (par exemple à l’interface cellule endothéliale - sang); (2) la pression hydrostatique lorsqu'une 

cellule est placée dans un environnement basse ou haute pression causant ainsi un effet d’étirement ou de 

contraction de la membrane ; et (3) la pression osmotique lorsqu'une cellule est placée dans un environnement 

aqueux hypotonique ou hypertonique. Ces conditions externes conduisent à une modification de la tension de 

surface de la membrane, conduisant à des tensions superficielles positives ou négatives [63].  

Les cellules endothéliales subissent un stress mécanique permanant, résultant de la pression artérielle et du 

flux sanguin. Pour répondre à ces signaux mécaniques, les cellules endothéliales utilisent plusieurs voies de 

signalisation activées par des protéines membranaires mécanosensibles. Parmi les protéines mécanosensibles, 

on note les RCPG, les canaux ioniques, les intégrines et quelques enzymes membranaires tel que les tyrosines 

kinases [12] (Figure 15). 
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Figure 15 : Stress mécanique subi par les cellules endothéliales et mécanosenseurs potentiels. 

1.8.2. Réponse des RCPGs au stress mécanique  

Les premières études sur l’activation des RCPG par un stress mécanique semblaient montrer qu’ils étaient 

activés par la libération paracrine ou autocrine de peptides, de lipides ou de protéines [63,64]. Plus récemment, 

il a été démontré que des RCPG peuvent avoir un rôle de mécanosenseur [12,65] et être activés directement 

par l’effet du stress mécanique, en absence de ligands. 

Une liste de RCPG mécanosenseurs est présentée dans le tableau 1 : 

 

Tableau 1 : RCPG mécanosensibles.1  

RCPG Stress mécanique Fonction possible Références  

AT1R Forces de cisaillement, 

étirement direct de la 

membrane, environnement 

hypotonique 

Mécanosenseur médiant la 

vasoconstriction myogénique 

et l’hypertrophie cardiaque 

[11,66,67] 

B2R Forces de cisaillement, 

environnement hypotonique, 

agent fluidifiant de la 

membrane 

Senseur des forces de cisaillement dans 

les cellules endothéliales, 

augmentation de l'activité de B2R dans 

les cellules endothéliales 

[66] 

β2-adrénergique   Forces de cisaillement + 

bactéries pathogènes 

Senseur des forces de traction induites 

par la bactérie dans le flux sanguin et 

appliquées sur des chaînes de glycanes 

de l’extrémité N terminale du récepteur 

[64] 

D5R Forces de cisaillement Senseur des forces de cisaillement dans 

les cellules endothéliales 

[69] 

 

ET1AR Environnement hypotonique ? [70] 

FPR1 Forces de cisaillement Rétraction des 

pseudopodes dans les neutrophiles 

[71] 

H1R Environnement 

hypotonique/étirement direct 

de la membrane 

Senseur des forces de cisaillement dans 

les cellules endothéliales 

[72] 
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M5R Environnement 

hypotonique/étirement direct 

de la membrane 

? [70] 

PTH1R Forces de cisaillement Croissance des cellules osseuses [73] 

V1AR Environnement hypotonique ? [70]  

GPR68 Forces de cisaillement Senseur des forces de cisaillement dans 

les cellules endothéliales 

[73,74] 

APJ/apelin Forces de cisaillement Autorégulation de l’expression d'APJ 

induite par la contrainte de cisaillement 

[76] 

SIP1/sphingosine 

phosphate 

Rigidité de la matrice 

extracellulaire 

Rôle mécanotransducteur pour la 

réparation/régénération tissulaire 

intrinsèque 

[77]  

1 Tableau adapté de [12] et [64] 

1.8.3. Mécanismes moléculaires d’activation des RCPG par le stress mécanique  

Même si le rôle mécanosenseur des RCPG est bien établi, les mécanismes moléculaires induisant l’activation 

mécanique des RCPG restent inconnus. Au cours de ces dernières années, quelques études ont cherché à 

dévoiler le mécanisme d’activation possible des RCPG par les forces mécaniques.  

a) Rôle de l’hélice 8 dans la mécanosensation des RCPG 

En 2019,  Erdogumus et al. ont montré l’implication de l’hélice 8 C-terminale dans la mécanosensation du 

récepteur de l’histamine 1 (H1R) et suggéré la présence d’une conformation distincte d’activation par le stress 

mécanique [72]. En utilisant des outils pharmacologiques, ils ont mis en évidence la présence d'une hélice 8 

intacte comme une condition préalable essentielle à la mécanosensation des RCPG. Les RCPG dépourvus d'une 

hélice 8 fonctionnelle en raison d'une altération de l'intégrité structurelle de l’hélice 8 ou d'une troncature C-

terminale ne sont pas mécanosensibles (Figure 16) et, inversement, le transfert de l’hélice 8 d’un récepteur 

mécanosensible à un autre qui ne l’est pas confère la mécanosensibilité. 

En particulier, ces auteurs ont vérifié que l’hélice 8 est également essentielle à la mécanosensibilité du 

récepteur AT1 par la perturbation de l'intégrité structurelle de l’hélice 8 due à des mutations d'acides aminés 

sélectionnés (F309P et F309P-F313P). En réalisant une imagerie calcique, ils ont observé que les augmentations 

calciques induites mécaniquement étaient significativement réduites chez les récepteurs AT1 mutés. Ils ont 

ainsi conclu que l’hélice H8 d'AT1 exprimée dans le système vasculaire est un motif structurel essentiel pour 

détecter les forces mécaniques et les convertir en réponses vasculaires, contribuant ainsi à l'autorégulation du 

tonus myogénique [72]. 
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Figure 16 : Rôle de l’hélice 8 dans l’activation des RCPG par le stress mécanique.  

Figure issue de [72]. 

b) Rôle des N-Glycanes dans la mécanosensation des RCPG. 

En 2020, Marullo et al. ont rapporté un mécanisme d'activation mécanique du récepteur β2-adrénergique,  

β2AR, par un pathogène bactérien. Cette activation implique des forces de traction induites par la bactérie dans 

le flux sanguin  et appliquées sur des chaînes de glycanes de l’extrémité N-terminale du récepteur [64] (Figure 

17).  

Plus généralement, la plupart (80 %) des RCPG expriment au moins une chaîne N-glycane dans leur extrémité 

N-terminale [64]. Ces chaînes glycaniques pourraient également être impliquées dans des interactions avec des 

lectines de surface cellulaire et activées allostériquement dans le contexte de la signalisation mécanique 

intercellulaire. Cependant, il est actuellement difficile d'évaluer combien de RCPG pourraient effectivement être 

activés par une traction appliquée sur leurs N-glycanes. Par exemple, les billes enduites de lectine n'ont pas 

réussi à activer AT1, ce qui indique que chaque récepteur doit être testé individuellement pour son aptitude à 

être activé directement par des forces mécaniques appliquées sur l’extrémité N-terminale du récepteur [64]. 

 
Figure 17 : Rôle des N-glycanes dans la mécanosensation des RCPG. 

Certains RCPG peuvent être activés par les forces de traction agissant directement sur les N-glycanes de l’extrémité N-
terminale du récepteur. Figure issue de [64] 
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2. Le système rénine-angiotensine  

2.1. Généralités  

Le système rénine-angiotensine (SRA) joue un rôle important dans le contrôle de la pression artérielle et dans 

l'homéostasie vasculaire. Il est impliqué dans la physiopathologie de l'hypertension et dans les altérations 

structurelles du système vasculaire [78]. Au cœur de ces mécanismes physiopathologiques se trouve 

l’angiotensineII.  

L’angiotensine II est un octapeptide produit par l’hydrolyse de l’angiotensinogène hépatique en l’angiotensine I 

(AngI), par l’action de la rénine, puis par l’hydrolyse de celle-ci en angiotensine II (AngII), par l’action de 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine ACE. Elle agit principalement par l’intermédiaire de deux RCPG de 

classe A : les récepteurs de l’AngII de type 1 (AT1) et de type 2 (AT2) (Figure 18). La liaison de l'AngII au 

récepteur AT1 induit une vasoconstriction qui entraîne une augmentation de la pression artérielle. L'activation 

d’AT1 contribue également de manière indépendante à la pathologie de maladies chroniques en favorisant la 

croissance et la prolifération vasculaires, ainsi que le dysfonctionnement endothélial. Ces conséquences 

négatives de l'angiotensine II sont partiellement contrecarrées par la stimulation du récepteur AT2, qui a des 

effets favorables sur la croissance des tissus et les processus de réparation [79]. 

L’angiotensine 1-7 (Ang1-7) est aussi un peptide actif dans le système rénine-angiotensine. Ce peptide est un 

agoniste du récepteur MAS. Il est produit par la conversion de l’angiotensine 1  en angiotensine 1-9 par l’action 

d’ACE2, puis la conversion de l’angiotensine 1-9 en angiotensine 1-7 par l’action d’ACE. Semblable à AT2, 

l’activation du récepteur MAS par l’angiotensine 1-7 induit des voies de signalisation généralement protectrices 

qui contrebalancent l’effet du récepteur AT1. L'axe ACE2-angiotensine-(1-7)-Mas est désormais sérieusement 

considéré comme une cible potentielle pour le développement de nouveaux médicaments cardiovasculaires 

[4,79] 
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Figure 18 : Schéma simplifié du  système rénine-angiotensine 

L’angiotensinogène d’origine hépatique produit le décapeptide angiotensine I par l’action de la rénine produite par le rein. 
L’angiotensine I à son tour va être clivée en angiotensine II par l’action de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE). 
L’angiotensine II  est le ligand naturel des récepteurs AT1 et AT2. La fixation de l’angiotensine II sur le récepteur AT1 induit 
l’activation de plusieurs voies de signalisation induisant la vasoconstriction et l’augmentation de la pression artérielle. Les 
effets d’AT1 sont contrebalancés par l’action des récepteurs AT2 et MAS, induisant une vasodilatation et une baisse de la 

pression artérielle. ACE2 est une carboxypeptidase qui élimine un acide aminé de l’angiotensine I produisant  l’angiotensine 

1-9. Cette dernière peut être convertie par ACE en angiotensine 1-7, un ligand du récepteur MAS. ACE2 peut également 
convertir l’angiotensine II en angiotensine 1-7.  

 

2.2. Evolution des récepteurs de l’angiotensine II 

En utilisant des méthodes phylogénétiques, notre équipe a mis en évidence l’évolution miroir des récepteurs 

AT1 et AT2 en deux groupes séparés par l’unique récepteur de l'AngII de la lamproie (Lampetra Fluviatilis, une 

espèce ancienne de poisson sans mâchoire). Chacun des deux récepteurs est aussi réparti en deux sous-

groupes qui séparent les récepteurs des poissons des récepteurs terrestres. De façon intéressante, des 

mutations, survenues lors de la transition à la vie terrestre, sont situées au niveau du site de fixation du sodium 

[81].  En effet pour les deux récepteurs, le passage à la vie terrestre s’accompagne de la mutation d’une sérine 

en une alanine en position 2.49. Dans le cas d’AT1, une mutation d’une sérine à une asparagine au niveau de la 

position 7.46 a eu lieu chez les amniotes (les espèces chez lesquelles l'embryon puis le fœtus sont protégés par 

un sac amniotique) [81]. Parallèlement, une mutation V3.36M est apparue dans le cas d’AT2 chez les amniotes  

[81].  
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Ces mutations du site sodium semblent modifier la balance entre spécificité et promiscuité des deux récepteurs, 

ce qui pourrait avoir contribué à la séparation des deux axes du système rénine-angiotensine chez les amniotes 

(Figure 19) [81]. 

Figure 19 : Arbre phylogénique des récepteurs AT1 et AT2.  
Figure issue de [81] 

 

2.3. Rôle de l’ion sodium dans la régulation des récepteurs de 
l’angiotensine 

La mutation de certains résidus du site de fixation de l’ion sodium a un effet sur l’activation du récepteur AT1. 

Ainsi, la substitution de l’Asn111 (N3.35) par Gly a été signalée comme provoquant une activation constitutive 

partielle du récepteur [82].De même, des mutations au niveau de l’Asn295 (N7.46) dans TM7 produisent une 

faible activation constitutive [83]. Un effet allostérique négatif de l’ion sodium a été clairement observé avec le 

mutant AT1 N7.46S dont l’activité constitutive dépend de la concentration de sodium[84] 

Malgré la conservation du site de fixation du sodium des récepteurs AT1 et AT2, la possibilité de fixer l’ion 

sodium dans le domaine transmembranaire de ces récepteurs reste controversée. Des études antérieures 

suggèrent que le sodium ne peut pas se fixer au récepteur AT1 humain en se basant sur des études 

expérimentales. Zheng et al. ont en effet montré que le sodium ne présente pas un effet allostérique négatif et 

une modification de la signalisation du récepteur [85]. 

Dans le cadre de l’étude évolutive d’AT1 et AT2, nous avons mis en évidence, par les approches de simulations 

dynamiques et de calculs électrostatiques, que l’ion sodium peut se fixer sur AT1 humain et que cette fixation 

stabilise la structure du récepteur [81]. La fixation du sodium a été observée dans des simulations accélérées. 
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Un clash entre deux ions sodium et un changement des rotamères des résidus 6.51 et 3.32 a  permis l’entrée 

du sodium à partir du milieu extracellulaire vers le domaine transmembranaire d’AT1, en franchissant des 

barrières énergétiques. Après avoir gagné son site, le sodium interagit préférentiellement avec les chaines 

latérales de D2.50 et de N7.46 (Figure 20).  

Les analyses électrostatiques montrent que le pKa du résidu D2.50 des récepteurs AT1 et AT2 est semblable à 

celui du récepteur opiacé δ. Cela renforce l’hypothèse de la fixation du sodium pour les  récepteurs  AT1 et AT2 

[81]. 

Chez AT1, la cinétique de la fixation de l’ion sodium est lente à cause de présence d’un résidu chargé 

positivement, K5.42, au niveau du site orthostérique. Ce résidu qui est indispensable à la fixation de l’AngII est 

conservé chez tous les récepteurs AT1 et AT2. Il induit un potentiel électrostatique positif qui est très 

défavorable à l’entrée et à la sortie du sodium dans le récepteur inactif. Cela pourrait expliquer l'absence d'effet 

sodium dans les expériences in vitro pour des raisons cinétiques. 

 
Figure 20 : Visualisation de l’entrée de l'ion sodium dans AT1 humain. 

Les snapshots sont distants de 8 ps. L’évolution temporelle de la position du sodium est indiquée par les couleurs de l’arc en 
ciel du bleu vers le rouge. Le nuage bleu présente la densité volumetrique de l’ion sodium durant sa trajectoire. Le cadre 

représente le site de fixation du sodium vu de côté. 

 

2.4. Le récepteur AT1 

2.4.1. Le  récepteur AT1 et ses voies de signalisation  

Le récepteur AT1 est un récepteur exprimé dans tous les organes, en particulier les cellules du système 

cardiovasculaire telles que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cardiomyocytes. Chez 

l’humain, AT1 est codé par le gène  AGT1R du chromosome 3. L’expression du gène donne lieu à un récepteur 

de 359 acides aminés dont la partie extracellulaire est stabilisée par deux ponts disulfure [80]. AT1 peut activer 

plusieurs voies de signalisation médiées par les protéines G ou les β-arrestines.  
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Le récepteur AT1 peut se coupler à différentes protéines G : Gq, Gi/o et G12/13. L’activation de Gq induit 

l'hydrolyse du phosphatidylinositol bisphosphate par la phospholipase Cβ spécifique des phosphoinositides, ce 

qui entraîne à terme l’augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire. Dans les cellules musculaires 

lisses vasculaires (CMLV), l’augmentation de la concentration calcique va induire la phosphorylation de la chaine 

légère de la myosine (CLM) et la contraction musculaire. AT1 peut également se coupler aux protéines Gi/o, ce 

qui entraîne l'inhibition de l'adénylyl cyclase et de la protéine kinase A, et aux protéines G12/13, ce qui entraîne 

l'activation de la Rho-kinase. Dans tous les cas, ces voies de signalisation conduisent à la phosphorylation de 

CLM et la contraction des CMLV [86]. L’activation d’AT1 induit aussi l'activation de diverses protéines kinases, 

de sous-unités de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, de la transactivation des 

récepteurs de facteurs de croissance, ou des interactions directes avec des protéines interagissant avec le 

récepteur AT1, telles que la Janus kinase 2 (JAK2), la phospholipase C (PLC) γ1, la protéine associée au 

récepteur AT1 (ATRAP), la protéine associée au récepteur de l'angiotensine II de type 1 (ARAP1) et la protéine 

semblable au facteur d'échange de nucléotides de la guanine (GEF) [6].  

 

Suite à l’activation d’AT1 par l’AngII, les mécanismes médiés par les β-arrestines peuvent être considérés 

comme une deuxième vague d'événements de transduction du signal aboutissant à l’internalisation du 

récepteur [86] ou d’autres voies de signalisation. Les événements de signalisation médiés par la β-arrestine 

comprennent l'activation des tyrosines kinases Src, de la kinase régulée par le signal extracellulaire 1/2 (ERK 

1/2), de la kinase c-Jun N-terminale (JNK), des cascades de protéines kinases activées par des agents 

mitogènes (MAPK), des protéines kinases activées par des agents mitogènes Akt et p38 [86]. Ces événements 

sont favorisés par certains ligands (ligands biaisés vers la voie des β -arrestines) (Figure 21). 

 

Figure 21 : Schéma simplifié des voies de signalisation médiées par le récepteur AT1. 
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2.4.2. Les biais de signalisation d’AT1 

Les ligands des récepteurs membranaires étaient à l'origine classés en agonistes et antagonistes (ou plus 

récemment en agonistes inverses). Cependant, plusieurs ligands sont capables d'initier sélectivement une ou 

plusieurs voies de transduction du signal. Ce phénomène a été appelé "agonisme biaisé" ou "sélectivité 

fonctionnelle" [86]. 

Il existe des ligands synthétiques dérivés de l’angiotensine II qui peuvent jouer le rôle d’agoniste biaisé, 

d’antagoniste ou d’agoniste partiel. Les agonistes biaisés favorisent une voie de signalisation spécifique. Cette 

propriété peut être très intéressante à des fins thérapeutiques, pour favoriser les voies de signalisation 

bénéfiques et réduire les voies de signalisation délétères provoquant des effets secondaires négatifs. Le tableau 

2 ci-dessous résume les ligands d’AT1 et leur fonctions [84,86]. 

 

Tableau 2 : Les  ligands d’AT1 et leurs fonctions 

Ligand AT1 Rôle  Fonction et voies de signalisation  

Angiotensine II  Agoniste naturel Active les voies de signalisation médiées par les 

protéines G et les β-arrestines 

[Sar1, Ile4, Ile8] 

Angiotensine II (SII-

AngII) 

Agoniste biaisé β-

arrestines 

Favorise la phosphorylation d’AT1, l'internalisation et 

l'activation d’ERK, mais pas le renouvellement du 

phosphatidylinositol  

Losartan, Olmesartan, 

Candesartan, 

Eprosartan, Valsartan, 

Azilsartan et 

Telmisartan 

Antagonistes  Bloqueurs d’AT1, utilisés pour prévenir ou traiter 

certaines maladies cardiovasculaires tel que 

l’hypertension, l'insuffisance cardiaque, l'infarctus du 

myocarde, l’’accident vasculaire cérébral, etc. 

TRV023, TRV026 

TRV027 

Agonistes biaisés 

β-arrestines 

Favorisent les voies de signalisation des β-arrestines, 

inhibant l’hypertension médiée par l’AngII et 

augmentant  la contractilité cardiaque  

TRV055, TRV056 Agonistes biaisés 

Gq 

Présentent un couplage allostérique à Gq > 10 fois 

supérieur à celui de l'AngII et sont également plus 

efficaces pour stimuler la signalisation cellulaire médiée 

par Gq (par exemple, la génération d'IP1), mais ils 

présentent un couplage allostérique à la β-arrestine 

similaire à celui de l'AngII. 

 

2.4.3. Les structures cristallographiques résolues d’AT1 

Durant les 5 dernières années, six structures cristallographiques du récepteur AT1 ont été résolues par 

cristallographie aux rayons X, dont deux à l’état inactif et quatre à l’état actif. La conformation globale  du 

récepteur AT1 est très similaire à celle des récepteurs des chimiokines et des opioïdes, avec une structure en 

« kink » de TM2 [89]. Deux ponts disulfure, semblables à ceux observés dans les récepteurs des chimiokines 

CXCR4 et CCR5, contribuent à façonner le côté extracellulaire d’AT1. Le pont Cys18-Cys274 relie l'extrémité N-
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terminale et ECL3, tandis que le pont Cys101-Cys180 relie TM3 et ECL2 [89]. L’état inactif du récepteur est 

représenté par les structures 4ZUD et 4YAY d’AT1 en interaction avec l’agoniste inverse olmesartan ou 

l’antagoniste sélectif ZD7155. L’état inactif est caractérisé par une disposition en arrière  de TM6 et en avant de 

TM7. Des liaisons hydrogène intramoléculaires sont observées entre N3.35 et N7.46, stabilisant la structure 

inactive en absence de l’ion sodium. La perte de ces liaisons-H pourrait expliquer l’activation constitutive d’AT1 

lors des mutations de N3.35 et N7.46 [83]. 

En 2020, 3 structures cristallographiques d’AT1 à l’état actif, stabilisées par des nanocorps synthétiques, ont  

été résolues. Les récepteurs sont liés à 3 ligands différents : l'angiotensine II, qui est l’agoniste naturel, et 2 

analogues biaisés vers la voie des β-arrestines, TRV026 et TRV023 (codes PDB : 6OS0, 6OS1 et 6OS2) [9]. La 

superposition des structures inactive (4YAY) et active d’AT1 (6OS0) (Figure 22) montre un mouvement 

remarquable vers l’avant de l’hélice TM6, accompagné par un mouvement vers l’arrière de l’hélice TM7 ainsi que 

la stabilisation de la boucle intracellulaire ICL2 sous forme d’une hélice α à l’état actif. 

 
Figure 22 : Structures cristallographiques d’AT1 présentes dans la Protein Data Bank. 

Le panneau de droite montre la superposition d’une structure inactive (4YAY) et d’une structure active (6OS0).   

2.4.4. Mécanismes moléculaires des biais de signalisation d’AT1  

La comparaison des conformations actives induites par l’AngII et les ligands biaisés met en évidence des 

différences très importantes au niveau du site de la fixation de l’ion sodium. En particulier, N3.35 est orienté 

vers l’extérieur dans le complexe avec l’AngII et vers l’intérieur dans les complexes avec les ligands biaisés. 

Cela suggère que N3.35 peut jouer un rôle de commutateur pour favoriser des conformations capables d’activer 

sélectivement les β-arrestine sans activer les voies de signalisation médiées par les protéines G [9]. 

De manière intéressante, en réalisant des simulations dynamiques extensives, Suomivuori et al. ont aussi mis 

en évidence que la position N3.35 peut jouer un rôle de commutateur entre les voies des protéines G et des β-

arrestines. En particulier, l’orientation de N3.35 vers l’intérieur conduirait, via un réseau de liaisons-H, à des 

orientations alternatives de R3.50 (motif DRY) et de Y7.53 (motif NPxxY) qui empêcheraient la fixation des 

protéines G mais non des β-arrestines. Une orientation vers l’extérieur de N3.35 permettrait la fixation aussi 

bien des protéines G que des β-arrestines, favorisant ainsi une signalisation « neutre » (Figure 23)  [9,89]. 
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Figure 23 : Représentation schématique du rôle de N3.35 dans l’activation biaisée d’AT1.  

 

2.5. Le récepteur AT2 

2.5.1. L’énigme du récepteur AT2  

Le récepteur AT2 est codé par le gène AGTR2 situé sur le chromosome X [91].  Ce récepteur a une masse 

moléculaire de 41 000 Da [91] . AT2 est exprimé principalement au cours de la vie fœtale. son expression 

diminue rapidement après la naissance, sauf dans des conditions pathologiques ou certains tissus ou organes 

[7]. L'utérus exprime le récepteur AT2 en abondance même chez l'adulte, ce qui suggère un rôle dans la 

reproduction des mammifères [92]. Il est aussi décrit comme ayant des effets opposés au récepteur AT1, 

participant à des mécanismes de cardioprotection et à une diminution de la pression artérielle [7,91]. De plus, 

le récepteur AT2 est une nouvelle cible pour le développement de nouveaux agents de traitement de 

l’hypertension [7] et de la douleur neuropathique [93].  La séquence d’AT2 présente 32 % d’homologie avec le 

récepteur AT1. Une des différences majeures se situe au niveau du site de fixation du sodium qui est un 

modulateur allostérique négatif des RCPG de la famille A [44]. Le résidu 7.46 est une serine pour AT2 et une 

asparagine pour AT1, un résidu dont la mutation chez AT1 peut induire l’activation constitutive. La présence 

d’une sérine en position 7.46 pourrait participer à l’activation constitutive d’AT2, observée en l'absence de 

stimulation par l'AngII et induisant l’apoptose [94]. 

Les mécanismes de transduction du signal pour le récepteur AT2 ne sont pas encore définis. Bien que la 

structure moléculaire du récepteur AT2 ressemble à celle de la superfamille des récepteurs couplés aux 

protéines G, la transduction du signal par couplage direct aux protéines G reste incertaine [90,93]. 

Les effets inhibiteurs de la croissance cellulaire du récepteur AT2 sont au moins partiellement médiés par 

l'activation de la protéine tyrosine phosphatase (PTPase), ce qui entraîne l'inactivation de la kinase régulée par 

le signal extracellulaire (ERK) [96]. Diverses phosphatases, telles que PP2A, MKP-1 et SHP-1, sont activées par 

la stimulation du récepteur AT2, via un mécanisme auquel participent les protéines G, ce qui entraîne 

l'inactivation de ERK, l'ouverture des canaux K+ et l'inhibition du courant Ca2+. De plus, l'activation des 

récepteurs AT2 produit du NO induisant la vasodilatation vasculaire [96]. Des études suggèrent que le  

récepteur AT2 active Gi dans la modulation des canaux K. Dans l'ensemble, les preuves actuelles suggèrent que 

la troisième boucle intracellulaire du récepteur AT2 est liée à une voie de signalisation impliquant Gi et 

l'inactivation de ERK [95] (Figure 24). Cependant, aucune activation directe des protéines G par AT2 n’a pu être 

mise en évidence dans des conditions physiologiques [90,93].  
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Figure 24 : Schéma simplifié des voies de signalisation médiées par le récepteur AT2.  
Figure inspiré de [92] 

2.5.2. Les structures cristallographiques d’AT2 

A partir de 2017, six structures du récepteur AT2 ont été résolues par cristallographie aux rayons X. Ces 

structures présentent la position en avant de l’hélice TM6 et la position en arrière de l’hélice TM7, 

caractéristiques de l’activation, ce qui suggère que ces structures correspondent à l’état actif du récepteur 

(Figure 25). 

Dans la plupart des structures de RCPG, l'hélice H8 est parallèle à la membrane et pointe vers l'extérieur de 

TM7. Cependant, dans les structures d’AT2 lié à des inhibiteurs sélectifs de la liaison de l'AngII à AT2 (codes 

PDB : 5UNH, 5UNF, 5UNG, 5XJM), l'hélice 8 adopte une conformation inhabituelle en se retournant pour 

interagir avec les extrémités intracellulaires de TM3, TM5 et TM6. Cette position non canonique de l'hélice 8 

suggère que, malgré la conformation de type actif de TM6 et TM7, l’hélice 8 peut bloquer la liaison des 

protéines G et des β-arrestines [97]. Cependant, la structure 6JOD résolue en 2020, dans laquelle AT2 est 

couplé à son ligand naturel, l’angiotensine II, révèle que, dans ce cas, l'hélice 8 est positionnée dans la 

conformation canonique des RCPG, ce qui permettrait au récepteur de lier les protéines G et les β-arrestines 

[98]. Cette structure dévoile aussi les interactions entre l’angiotensine II et AT2 qui jouent un rôle important 

dans l'activation du récepteur. En particulier, l’interaction entre la phénylalanine 8 de l’AngII et la méthionine 

128 (M3.36) du récepteur peut contribuer au changement structural d’AT2, conduisant à la normalisation de la 

position de l'hélice 8 [98]. 
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Figure 25 : Structures cristallographiques d’AT2 présentes dans la Protein data Bank. 
Le panneau de droite montre la superposition de deux structures actives se différentiant par la position de l’hélice 8.  

 

2.6. Les récepteurs de l’angiotensine et le stress mécanique 

2.6.1. Le stress mécanique dans les vaisseaux sanguins 

Les vaisseaux sont soumis en permanence à des contraintes mécaniques associées au flux sanguin. La pression 

induit une vasoconstriction myogénique (tonus myogénique, TM) et les forces de cisaillement induisent une 

vasodilatation dépendante de l’endothélium (dilatation dépendante du flux, FMD) (Figure 26). L’équilibre entre 

TM et FMD permet un contrôle précis des débits sanguins locaux qui sont perturbés dans de nombreuses 

pathologies telles que l’hypertension, l’insuffisance cardiaque et le diabète [99]. Pour pouvoir réajuster cet 

équilibre, il est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la mécano-sensation et les 

réponses cellulaires à des stimuli physiques. 

 

Figure 26 : Contraintes mécaniques associées au flux sanguin. 
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2.6.2. AT1 et stress mécanique 

La notion d’activation du récepteur AT1 par l’effet de l’étirement membranaire a été introduite pour la première 

fois par Sadoshima et al.  en 1993 [65]. Ces auteurs ont montré que l'étirement mécanique provoque la 

libération d'Ang II des myocytes cardiaques et que l'Ang II agit comme un médiateur initial de la réponse 

hypertrophique induite par l'étirement (Figure 27). Ces données suggèrent un mécanisme autocrine pour 

l’activation d’AT1 par le stress mécanique et, par conséquent, la croissance des cellules musculaires cardiaques 

induite par l’étirement [65].  

 

Figure 27 : Mécanisme autocrine d’activation du récepteur AT1 par l’effet d’étirement.  
La libération autocrine d'AngII est responsable de l'hypertrophie des cardiomyocytes induite par l'étirement [65]. 

 

Plus récemment, d’autres études montrent un effet plus direct et indépendant de l’angiotensine II pour 

l’activation d’AT1 induite par l'étirement membranaire dans l'hypertrophie cardiaque (Figure 28). En utilisant 

des anticorps ciblant l’AngII ou l’utilisation des souris déficientes en angiotensinogène [10], Zhou et al ont 

éliminé la possibilité d’un mécanisme autocrine ou paracrine d’activation d’AT1 par le stress mécanique, 

suggérant ainsi un rôle mécanosenseur d’AT1. L’effet de l’étirement sur AT1 active la voie Gq induisant une 

hypertrophie cardiaque, en activant les voies de signalisation ERK. De plus, cet effet peut être inhibé en 

bloquant le récepteur AT1  avec le candésartan [10,98].  

Wang et al. ont montré que le stress mécanique peut aussi activer la voie des β-arrestines induisant ainsi 

l’augmentation de la contractilité cardiaque mais le mécanisme d’activation est plus complexe que celui induit 

par les agonistes biaisés vers la β-arrestine 2, TRV023 and TRV026. En effet, l'étirement de la membrane 

favorise uniquement le couplage de la protéine Gi au récepteur AT1 qui est nécessaire pour le recrutement de la 

β-arrestine 2 et l'activation des voies de signalisation dépendantes de la  β-arrestine 2 [67]. 

L’étirement mécanique induit aussi l’activation des canaux TRPC par une stimulation mécanique d’AT1 via des 

voies de signalisation dépendantes de phospholipases, induisant la dépolarisation de la membrane en 

augmentant la concentration  du calcium intracellulaire, provoquant ainsi une vasoconstriction [101]. 

Une autre étude expérimentale a démontré que les forces de cisaillement de 15 dyne/cm2 peuvent activer le 



  35 

 

récepteur AT1 en induisant des voies de signalisation dépendante ou indépendantes de la protéine Gq [11]. 

Les mécanismes moléculaires induisant la réponse d’AT1 à des stimuli mécaniques ne  sont pas très bien 

compris: les facteurs physiques peuvent agir directement sur l’équilibre conformationnel d’AT1,  en appliquant 

des forces externes, ou indirectement en altérant les propriétés physiques des lipides et agissant sur la fluidité 

membranaire. 

 

Figure 28 : Activation du récepteur AT1 par le stress mécanique. 
Les forces d’étirement et de cisaillement peuvent activer AT1. 

 

2.6.3. Exemples de pathologies où AT1 et le stress mécanique sont impliqués  

Le système rénine-angiotensine est l’un des systèmes de régulation les plus importants des fonctions 

cardiovasculaires, via les récepteurs de l’angiotensine II, AT1 et AT2. Un déséquilibre de ce système contribue 

au développement du dysfonctionnement endothélial et de nombreuses pathologies vasculaires. En effet, le 

récepteur AT1 est fortement impliqué dans la pathologie de l’hypertension et constitue la cible thérapeutique de 

certains médicaments hypotenseurs qui sont des antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II (famille des 

sartans). Avantageusement, des études montrent que les antagonistes d’AT1 peuvent aussi bloquer l’activation 

spontanée d’AT1 par le stress mécanique [10] .  

Plus récemment, le rôle du stress mécanique et la composition lipidique membranaire ont été mis en évidence 

dans d’autres pathologies telles que l’athérosclérose et la croissance tumorale. 

a) Exemple 1: l’athérosclérose  

Dans le cas de l’athérosclérose, AT1 et AT2 sont surexprimés [100,101]. Plusieurs études montrent la 

participation du récepteur AT1 à la pathogénie de l’athérosclérose par son action pro-inflammatoire et par 

l’augmentation de la pression artérielle et le stress oxydatif [104]. AT2 semble avoir des effets opposés à AT1 

dans le remodelage vasculaire, la prévention de l'athérosclérose et la baisse de la pression [101,103].  

Plusieurs études suggèrent que les traitements visant à inhiber l'activation des récepteurs AT1 sont une option 

thérapeutique prometteuse dans la prévention de l'athérosclérose et dans le retardement de sa progression 

avec des molécules déjà disponibles ou de nouveaux ligands sélectifs [106]. Il y a donc un intérêt thérapeutique 
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certain à approfondir les mécanismes moléculaires impliqués dans l’activation/inhibition des récepteurs de 

l’angiotensine dans le cas de l’athérosclérose. 

Le développement de l'athérosclérose est sensible aux changements dans les caractéristiques biochimiques et 

physiques du microenvironnement cellulaire dont la modification de la composition membranaire [107] et le 

stress mécanique [108]. En effet, de faibles forces de cisaillement (shear stress) induites par le flux sanguin 

constituent un environnement mécanique qui favorise le dysfonctionnement vasculaire et l'athérosclérose. À 

l'inverse, une force de cisaillement physiologiquement élevée est protectrice [106,107] 

Le récepteur AT1 fait partie des RCPG dont l’expression [110] et l’activation [10] sont affectés  par un stress 

mécanique mais le mécanisme moléculaire induisant l’activation reste inconnu en particulier dans le cas 

d’athérosclérose où l’effet du shear stress varie selon son intensité (fort/faible) et sa nature (laminaire/ 

oscillatoire). Dans tous ces cas, le stress mécanique induit une modification de la tension de surface de la 

membrane [13] . Cette dernière est sensible au profil lipidique de la membrane. L’hypercholestérolémie est un 

des facteurs de risque du développement de l’athérosclérose. Des études montrent une corrélation entre 

l’hypercholestérolémie et la surexpression du récepteur AT1 et de l’angiotensine II [100,109]. Le cholestérol 

régule la fluidité membranaire vers un état plus dense, ce qui diminue la diffusion latérale des bloqueurs d’AT1 

tel que le Candesartan [112]. D’autres études suggèrent la présence d’un site de fixation du cholestérol chez les 

RCPG modulant ainsi leur activité [113].  

b) Exemple 2: Cancer et angiogenèse   

Dans le contexte tumoral, l’équilibre du système rénine-angiotensine est aussi altéré. En effet, dans de 

nombreux types de cancer et à des stades élevés, le récepteur AT1 est surexprimé et joue un rôle important 

dans la vascularisation et la croissance tumorales et dans la formation de métastases [46]. Le récepteur AT2 

est surexprimé dans quelques types de cancer mais reste peu étudié [114]. AT2 est décrit comme ayant des 

effets d’inhibition de la prolifération cellulaire [91]. Des récentes études suggèrent de cibler le système rénine-

angiotensine pour le traitement complémentaire de certains cancers, en bloquant les voies de signalisation 

d’AT1 [112-113], avec des molécules déjà disponibles ou de nouveaux ligands sélectifs. Ici aussi, il y a donc un 

intérêt thérapeutique certain à approfondir les mécanismes d’action des récepteurs AT1 et AT2 dans un 

environnement tumoral.   

Les tissus cancéreux, notamment les tumeurs, présentent des changements importants dans les 

caractéristiques biochimiques et physiques du microenvironnement cellulaire. Le profil et l’hémostasie lipidique 

sont altérés, ce qui conduit à la modification de la composition membranaire et de la tension de surface de la 

membrane [116]. Cette dernière est aussi sensible au stress mécanique généré par les forces cisaillement du 

flux sanguin et les forces  d’étirement et de compression. Les forces mécaniques dans le microenvironnement 

de la tumeur jouent un rôle important dans sa croissance et sa vascularisation anormale [117]. Pour répondre 

aux signaux mécaniques, les cellules endothéliales tumorales  utilisent  plusieurs voies de signalisation activées 

par des protéines membranaires mécanosensibles dont certains RCPG [117]. Le récepteur AT1 fait partie des 

RCPG qui peuvent être activés par un stress mécanique [66]. D’autre part, dans plusieurs types de cancer 

(sein, col de l’utérus, carcinome et lymphome), une augmentation des lipides anioniques tels que les 

phosphatidyglycerols (PG) est observée avec des taux de variation corrélés à l’évolution du cancer [114,116-

117]. Les PG peuvent faciliter ou maintenir l’activation de certains RCPG [57]. 
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Etudier l’effet du stress mécanique et de la composition lipidique membranaire sur les réponses moléculaires 

des récepteurs AT1 et AT2 permettra, dans un premier temps, de comprendre comment les fonctions de ces 

récepteurs sont altérées dans un environnement pathologique et dans un deuxième temps de cibler 

éventuellement des conformations spécifiques de cet environnement dans un but thérapeutique. 

 

3.  Modélisation et dynamique moléculaires 

3.1. La modélisation moléculaire  

La modélisation moléculaire permet de simuler et reconstruire en 3 dimensions la structure d’une molécule en  

utilisant divers outils bioinformatiques.  

Dans cette partie, nous allons présenter nos travaux publiés dans Methods in Molecular Biology  sous la forme 

de 2 chapitres. Ces deux chapitres décrivent les différentes étapes et les astuces pour réussir la modélisation 

moléculaire, tout en comparant les techniques de modélisation à l’aide du logiciel Modeller [120] avec les 

programmes de modélisation automatiques disponibles en ligne. Nous allons  étudier deux types de 

modélisation : la modélisation par homologie [30] et la modélisation par threading (Ben Boubaker et al., 2022, 

Methods Mol Biol, accepted) (Annexe II.2).  

Les deux types de modélisation de la séquence « cible » dépendent de la présence d’un patron ou « template » 

qui est généralement une structure cristallographique d’une protéine homologue, c'est-à-dire partageant un 

ancêtre commun, ce qui se traduit par une similarité structurale, séquentielle, et éventuellement fonctionnelle. 

Les deux types de modélisation diffèrent par la facilité avec laquelle le patron est trouvé. Plus le pourcentage de 

similarité et le nombre d’acides aminés alignés sont élevés, plus le patron et le modèle qui en résulte sont 

fiables. En fonction de ces paramètres, on distingue 3 zones de modélisation (Figure 29): 

La zone de confort ou « Safe zone » qui concerne principalement la modélisation dite par homologie : lorsque 

l’identité de séquence entre la cible et le patron est supérieur à 25-30% pour une longueur alignée d’au moins 

100 acides aminés, le modèle est fiable car l’identité de séquence est synonyme d’origine commune. 

La zone crépusculaire ou « Twilight zone » : Lorsque l’identité de séquence entre la cible et le template 

descend en dessous de 25-30%, la modélisation par homologie devient progressivement de plus en plus difficile 

mais il est possible grâce à l’exploitation des méthodes d’enfilage ou « threading » de trouver les patrons 

compatibles. La connaissance d’informations sur l’évolution des séquences aide pour choisir et valider un patron 

qui doit avoir une origine commune avec la cible. 

La zone noire ou « Dark zone » : En dessous d’un certain seuil d’identité de l’ordre de 10%, la modélisation 

devient pratiquement impossible en l’absence de patrons homologues. Afin de modéliser une molécule dans la 

zone noire, il existe la possibilité de déduire la structure 3D à partir des principes physiques et physico-

chimiques (méthode ab initio) mais cette méthode est limitée aux petites protéines et ne réussit pas aussi bien 

que les approches basées sur des modèles lorsque ceux-ci sont disponibles. 

. 
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Figure 29 : Présentation schématique des différentes zones de modélisation moléculaire des protéines.  

Les zones se différentient par le pourcentage d’identité de séquence et le nombre des résidus alignés. 
 

3.1.1. La modélisation par homologie 

Malgré l’explosion structurale des RCPG, 80 % des RCPG non olfactifs n'ont toujours pas de structures résolues. 

Dans certains cas, la modélisation des RCPGs est nécessaire pour étudier les mécanismes moléculaires associés 

à ces récepteurs. Notre premier chapitre de modélisation décrit étape par étape la modélisation par homologie 

d’un récepteur de classe A, le récepteur de la bradykinine B1 à l’état inactif, complexé avec l’ion sodium.  

Comme première étape, nous cherchons les patrons des récepteurs les plus proches phylogénétiquement pour 

modéliser la structure souhaitée. Cette étape peut être effectuée de manière directe en faisant un blast de la 

séquence cible à partir d'UniProtKB [121] dans la Protein Data Bank (PDB) [122]. Dans notre cas, à partir des 

résultats obtenus, nous avons choisi trois récepteurs ayant des structures résolues : CCR5 résolu à l’état inactif, 

AT1 résolu à l’état actif et inactif, et OPRD résolu à l’état inactif avec un ion sodium et des molécules d’eau au 

niveau du site allostérique. Ce choix se base non seulement sur le pourcentage d’homologie élevé mais aussi 

sur les caractéristiques souhaitées de la structure à modéliser : présence  de l’ion  sodium dans son site de 

fixation ainsi que des molécules d’eau de coordination, état inactif du récepteur, présence des boucles  

intra/extracellulaire et leur structure (présence d’hélice α ou de feuillet β etc) et l’orientation de l’hélice 8. Ces 

caractéristiques nécessitent d’avoir de multiples patrons pour modéliser le récepteur B1. 

Généralement, la modélisation des boucles est l’étape la plus difficile, dû à leur variabilité structurale et 

séquentielle ou leur absence dans les patrons homologues. Modeller propose deux fonctions (loopmodel et 

dope_loopmodel) pour générer/affiner automatiquement les boucles mais le résultat  n’est pas toujours fiable. 

Actuellement, de nombreuses structures de RCPG sont disponibles. Il est hautement préférable de rechercher 

des boucles équivalentes de même longueur résolues et de les utiliser comme patrons. Dans ce but, j’ai 

contribué à l’inspection de toutes les structures cristallographiques des RCPG, afin d’identifier toutes les boucles 

résolues d’une longueur donnée et ainsi les patrons potentiels pour modéliser les boucles du récepteur cible. Un 

script R a été créé pour l’analyse des longueurs de boucle dans les RCPG humains. A partir d’un fichier 

d’alignement des RCPG humains, la longueur relative des boucles est mesurée comme le nombre de résidus 

entre les résidus d'ancrage n.50 présents dans chaque hélice n, puis le nombre des RCPG pour chaque longueur 

de boucle est calculé et visualisé sous forme d’histogramme avec des barres bleues indiquant les boucles 

résolues (Figure 30). 
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Figure 30 : Analyse statistique des longueurs de boucle dans les RCPG humains (classe A).  
Les barres bleues indiquent que des boucles résolues de la longueur indiquée sont présentes dans les structures de RCPG 
disponibles. Les barres orange indiquent l'absence de boucles résolues. Pour  ICL3, les flèches pour les longues boucles 
correspondent à une longueur de 87 résidus pour le récepteur PEP OX1R (6TP3) et à une longueur de 78 résidus pour le 

récepteur AMIN ADRB2 (6MXT). 

 

3.1.2. La modélisation en « Twilight zone » 

a) Recherche des patrons par les méthodes d’enfilage ou « threading » 

Pour modéliser dans la « twilight zone », nous avons choisi l’exemple de la phéromone de la salamandre PRF1 

découverte en 1999 mais dont les informations liées à son évolution sont parcellaires. PRF1 présente une faible 

identité de séquence (<20%) avec les cytokines de la famille IL6, ce qui ne permet de conclure que ces 

protéines sont homologues. Comme première étape, nous avons cherché les patrons  potentiels pour cette 

séquence. En utilisant un blast classique, aucun résultat n’est apparu indiquant l’absence d’homologues proches 

ayant des structures résolues. Ainsi, nous avons eu recours à des méthodes de recherche plus élaborées, 

appelées les méthodes par enfilage ou « threading ». Ces méthodes  fonctionnent  en utilisant des alignements 

de famille de protéines et des méthodes statistiques comme les modèles de Markov cachés. Parmi les méthodes 

de threading testées, on note PSI-BLAST, HMMER et HHpred. Ces recherches conduisent aux patrons potentiels 

CNTF et LIF, deux cytokines de la famille de l’IL-6. 

b) Choix des patrons en utilisant le MDS 

La modélisation dans la « Twilight zone » requiert la connaissance d’informations phylogéniques sur la séquence 

à modéliser pour valider un patron suggéré par les méthodes de threading. 

La nouvelle version du package R Bios2mds[27]nous a permis de visualiser l’espace de séquence de la 

phéromone PRF1 de la salamandre et de détecter des séquences intermédiaires entre CNTF et PRF1, ce qui 

indique l'origine commune de CNTF et de PRF1. En se basant sur le principe de transitivité de l'homologie, si les 

protéines A et B sont homologues à une protéine C commune, alors elles sont homologues même si l'identité 

des séquences A et B est inférieure à la valeur seuil. Les séquences identifiées comme intermédiaires dans 

l’espace de séquence montrent une identité de séquence supérieure à 20% à la fois pour PRF1 et pour CNTF 

humain. On peut déduire alors que PRF1 et CNTF sont homologues même si elles présentent une identité de 
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séquence entre elles inférieure à 20%. La transitivité de l’homologie permet ainsi la modélisation de la protéine 

PRF1 à partir de la structure cristallographique de CNTF en utilisant le logiciel Modeller (Figure 31). 

 

Figure 31 : Informations sur l'évolution de PRF1.  
 Espace de séquence des homologues de PRF1 avec projection des séquences sur les première et deuxième dimensions (à 

gauche) et sur les troisième et quatrième dimensions (à droite) de l'analyse MDS. 

3.1.3. Les outils de modélisation moléculaire 

Il existe plusieurs outils en ligne gratuits et conviviaux pour réaliser des modèles protéiques de façon 

automatique soit par homologie directe, soit par les méthodes de threading. Cependant, pour avoir plus de 

contrôle sur le modèle choisi, il vaut mieux utiliser le logiciel Modeller [120] qui construit des modèles 

moléculaires de la requête à partir d’un ou plusieurs patrons. L’utilisateur peut ainsi personnaliser son modèle 

afin de répondre aux exigences structurelles et fonctionnelles, en rajoutant des contraintes (par exemple angles 

dièdres ou distances définis par l’utilisateur) ou combiner des fragments de structures patrons pour réaliser un 

modèle hybride. 

Dans le deuxième chapitre de modélisation (annexe II.2) nous avons comparé les modèles de PRF1 réalisés 

avec  des outils automatiques (Robetta avec l’option RosettaCM, Phyre2 et  I-TASSER) basés sur des méthodes 

de threading, avec le modèle personnalisé obtenu avec Modeller. 

Aucune différence significative n'a été observée pour les quatre hélices, mais les boucles entre les hélices AB 

sont modélisées différemment. Parmi les modèles automatisés, seul le modèle Phyre2 a prédit une position de 

Pro-61 similaire à celle du modèle personnalisé. En revanche, seul RosettaCM a prédit un élément hélicoïdal à 

l'extrémité C-terminale de la boucle AB. Cependant, l'orientation exposée de Phe-70, similaire à l'orientation de 

Trp-64 dans CNTF, a été observée seulement dans le modèle personnalisé (Figure 32).  
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Figure 32 : Comparaison des modèles de PRF1.  
Dans (a), le modèle Modeller personnalisé (blanc et jaune) est superposé aux meilleurs modèles obtenus avec RosettaCM 

(bleu), ITASSER (vert) et Phyre2 (rose). Pro-61 et Phe-70 sont indiquées par des bâtonnets. Le ruban jaune dans le modèle 

Modeller indique les contraintes hélicoïdales ajoutées par l'utilisateur. Dans (b), le zoom sur la partie C-terminale de la 
boucle AB révèle que la superposition des cycles phényles du Trp-64 du CNTF (cyan) et de la Phe-70 de PRF1 (jaune) dans 

le modèle Modeller personnalisé n'est pas observée dans les trois autres modèles. 
 

3.2. Les simulations dynamiques moléculaires classiques 

3.2.1. Définition et applications 

Les simulations de dynamique moléculaire (MD) sont une méthode computationnelle qui utilise les lois de 

Newton pour évaluer les mouvements des atomes dans des systèmes complexes comme une macromolécule 

dans un solvant [123]. Ces simulations peuvent décrire une grande variété de processus biomoléculaires 

importants, y compris les changements de conformation d’une protéine, la liaison des ligands et l’effet des 

perturbations moléculaires telles qu’une mutation, la phosphorylation, la protonation. Ces simulations peuvent 

également prédire comment les biomolécules réagiront aux changements environnementaux tels que l’effet de 

différentes compositions lipidiques ou du stress mécanique, ainsi que la fixation et la dissociation des ions 

(Figure 33). 
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Figure 33 : Exemples d’application de la dynamique moléculaire 

3.2.2. Principe et algorithmes  

Les simulations dynamiques moléculaires consistent à prédire comment chaque atome d'une protéine ou d'un 

autre système moléculaire se déplacera dans le temps en appliquant les lois de la mécanique classique 

newtonienne. En effet selon la deuxième loi de Newton, chaque un atome 𝑖 de coordonnées 𝒓𝒊 ayant une masse 

𝑚𝒊 subit l’accélération  𝒂𝒊 reliée à la force 𝑭𝒊.  

𝑭𝒊 =  𝑚𝑖  𝒂𝒊           (1) 

Etant donné que  

 𝒂𝒊 =   
𝑑𝒗𝒊(𝑡)

𝑑𝑡
              (2) 

Et                   𝒗𝒊 =   
𝑑𝒓𝒊(𝑡)

𝑑𝑡
       (3) 

 

la combinaison de ces équations donne  

  𝑭𝒊 =  𝑚𝑖  𝒂𝒊 =  𝑚𝑖  
𝑑𝒗𝒊(𝑡)

𝑑𝑡
=  𝑚𝑖  

𝑑2𝒓𝒊(𝑡)

𝑑2𝑡
  (4) 

 

L'accélération a dépend de la dérivée de l'énergie potentielle par rapport à la position, r, 

𝒂 =  −
1

𝑚
 

  𝑑𝐸(𝒓𝒊,…,𝒓𝒏 )

 𝑑𝒓𝒊
                (5) 

Par conséquent, pour calculer une trajectoire, il suffit de connaître les positions initiales des atomes, la 

distribution initiale des vitesses et l'accélération, qui est déterminée par le gradient de la fonction d'énergie 

potentielle. Les équations du mouvement sont déterministes, c'est-à-dire que les positions et les vitesses au 

temps zéro déterminent les positions et les vitesses à tous les autres temps, t. Les positions initiales peuvent 
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être obtenues à partir de structures expérimentales, telles que la structure cristallographique de la protéine ou 

la structure en solution déterminée par spectroscopie RMN [124]. 

 

L'énergie potentielle est une fonction des positions atomiques de tous les atomes du système. En raison de la 

nature complexe de cette fonction, il n'existe pas de solution analytique aux équations du mouvement ; elles 

doivent être résolues numériquement. 

Les algorithmes d’intégration permettent ainsi de faire évoluer le système d'un petit pas de temps ∆t pendant 

lequel les forces sont considérées comme constantes. Cela permettra de modifier les positions, recalculer les 

forces et les vitesses et de répéter le processus. 

De nombreux algorithmes numériques ont été développés pour intégrer les équations du mouvement : 

Algorithme de Leap-frog, Vélocité de Verlet, Algorithme de Beeman [124]. 

Tous les algorithmes d'intégration supposent que les positions, les vitesses et les accélérations peuvent être 

approximées par une expansion en série de Taylor et le déplacement d'un atome pendant l'intervalle de temps 

Δt est ainsi donné par l’équation : 

𝒓(𝑡 +  ∆𝑡) = 𝒓(𝑡) +  𝒗(𝑡)∆𝑡 +
1

2
 𝒂(𝑡)∆𝑡2 +

1

6

𝑑𝒂(𝑡)

𝑑𝑡
∆𝑡3 + ℴ(Δt4)          (6) 

Afin de minimiser les erreurs, l’algorithme de Verlet prend en compte le déplacement inverse : 

𝒓(𝑡 −  ∆𝑡) = 𝒓(𝑡) −  𝒗(𝑡)∆𝑡 +
1

2
 𝒂(𝑡)∆𝑡2 −

1

6

𝑑𝒂(𝑡)

𝑑𝑡
∆𝑡3 + ℴ(Δt4) (7) 

En additionnant ces deux équations, on obtient 

𝒓(𝑡 +  ∆𝑡) = 2𝒓(𝑡) − 𝒓(𝑡 − ∆𝑡) +  𝒂(𝑡)∆𝑡2 + ℴ(Δt4)  (8) 

L'algorithme de Verlet utilise les positions et les accélérations au temps 𝒕 et les positions du temps (𝒕 − ∆𝒕) 

pour calculer les nouvelles positions au temps (𝒕 +  ∆𝒕). Une fois que les positions et les vitesses de chaque 

atome sont connues, l'état du système peut être prédit à tout moment dans le futur ou dans le passé. 

En pratique, l’algorithme le plus utilisé, y compris dans NAMD, est l’algorithme dit « Velocity Verlet ».  Il utilise 

une approche similaire mais incorpore la vitesse. Le calcul s’effectue en 3 étapes :  

• Calcul de la position à t + Δ t : 

𝒓(𝑡 +  ∆𝑡) = 𝒓(𝑡) + 𝒗(𝑡)∆𝑡 +  
1

2
𝒂(𝑡)∆𝑡2            (9) 

• Calcul de l’accélération à t + Δt à partir du potentiel à la position r(t + Δt) : 

• Calcul de la vitesse à t + Δt : 

𝒗(𝑡 +  ∆𝑡) = 𝒗(𝑡) +
𝒂(𝑡)+ 𝒂(𝑡+Δ𝑡)

2
 Δ𝑡 (10) 

Cette procédure est répétée à des intervalles de temps discrets jusqu’à l'identification de toute la trajectoire. 

L'énergie totale du système doit être conservée durant toute la simulation. 

Les simulations de dynamique moléculaire peuvent prendre du temps et coûter cher en termes de temps de 

calcul. Cependant, avec le développement d’ordinateurs de plus en plus performants, les simulations des 

protéines peuvent aller jusqu’à la milliseconde [124]. 
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3.2.3. Les champs de force  

Un champ de force est une expression mathématique décrivant la dépendance de l'énergie d'un système par 

rapport aux coordonnées de ses particules [125]. Il consiste en une forme analytique de l'énergie potentielle 

interatomique, U (r1, r2,..., rn), et en un ensemble de paramètres entrant dans cette forme. Les paramètres 

sont généralement obtenus soit par des calculs de mécanique quantique, soit par ajustement à des données 

expérimentales. Il existe de nombreux champs de force disponibles dans la littérature (CHARMM, AMBER, 

GROMOS…etc), ayant différents degrés de complexité, et orientés pour traiter différents types de systèmes 

[125].  

L'expression typique d'un champ de force U(R), décrit dans la figure 34, regroupe l’énergie entre atomes liés 

comportant l'énergie d’étirement des liaisons, de flexion des angles et de torsion des angles dièdres et 

impropres, et l’énergie d’atomes non liés résultant des interactions électrostatiques et de Van der Waals. 

 

Figure 34 : Equations et  représentation schématique des énergies liées et non liées. 
L’énergie potentielle regroupe les énergies liées (comportant les énergies de liaison entre 2 atomes, les énergies de flexion 

entre 3 atomes et les énergies de torsion entre 4 atomes) et les énergies non-liées (comportant les énergies 

électrostatiques et de van der Waals) 

3.2.4. Les conditions limites périodiques 

Les conditions limites périodiques regroupent un ensemble de conditions aux limites utilisées afin de simuler un 

système et faire en sorte que le système ressemble à un système infini. La boîte de simulation est donc 

entourée de multiples répliques d'elle-même, comme le montre la figure 35. Seuls les atomes à l'intérieur de la 

cellule principale sont considérés explicitement, mais dès qu'un des atomes quitte la cellule, une particule 

image entre par le côté opposé pour le remplacer [125]. 

Figure 35 : Conditions limites périodiques.  
Illustration en 2D de la boîte de simulation mise en évidence au centre et entourée d'images périodiques d'elle-même 



  45 

 

3.2.5. Les ensembles thermodynamiques  

Les ensembles thermodynamiques regroupent un ensemble  de grandeurs thermodynamiques dont le nombre 

de particules N, la température T, la pression P, le volume V, ou l’Energie totale E. Ainsi, les ensembles 

thermodynamiques fondamentaux les plus utilisées sont l’ensemble microcanonique NVE, l’ensemble canonique 

NVT et l’ensemble isotherme isobare NPT. Ces ensembles sont utilisés en dynamique moléculaire afin de  

maintenir la température et la pression du système constantes, dans le but de mimer les conditions 

expérimentales.  

Pour les membranes, les propriétés thermodynamiques de la pression du système peuvent être différentes 

entre la direction latérale et la direction normale. Pour contrôler la pression dans ces directions, l’ensemble 

NPγT doit être utilisé [126].  

 

Deux ensembles thermodynamiques, NPT et NPγT, ont été utilisés dans ce travail. 

L’ensemble NPT maintient constants le nombre de particules N, la pression P et la température T. Cet 

ensemble est utilisé fréquemment pour décrire un grand nombre de systèmes, y compris l'environnement des 

cellules biologiques. Il est important pour obtenir des états d'équilibre dans les simulations biomoléculaires.  Il  

est aussi important pour mimer des conditions expérimentales car les réactions chimiques sont généralement 

conduites sous des conditions de pression constante (exemple d’un tube sous une pression atmosphérique).   

 

L’ensemble NPγT permet de simuler un stress mécanique subi par la membrane. Il maintient constant le 

nombre de particules N, la pression normale P, la tension superficielle latérale γ des membranes et la 

température T. Il est utilisé pour caractériser les propriétés physicochimiques des  lipides [127] ou évaluer le 

comportement membranaire sous un stress mécanique, par exemple dans le cas de simulations d’étirement et 

de compression membranaire suite à un stress mécanique [63]. Cet ensemble permet de contrôler la direction 

de la pression latérale selon les axes x et y couplée à une tension de surface γ  de la membrane (Figure 36). 

Nous utilisons la méthode développée par K. Schulten (Urbana) qui a ajouté une tension de surface γ à 

l’équation du mouvement de Newton (simulations en conditions NPγT) dans le logiciel NAMD [128]. Des valeurs 

de γ positives correspondent à une pression latérale négative mimant un effet d’étirement , alors que des 

valeurs γ négatives correspondent à une pression latérale positive mimant un effet de compression. 

 

 

Figure 36 : Modélisation du stress mécanique par une tension de surface. 
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3.2.6. Outils des simulations dynamiques 

Pour réaliser des études de dynamique moléculaire, il existe de nombreux logiciels fiables pour effectuer les 

simulations (par exemple NAMD, Amber, Gromacs, etc.) et pour visualiser et analyser leurs résultats (VMD, 

Chimera, Pymol etc.)[129]–[132] 

3.3. Les simulations dynamiques moléculaires dirigées 

3.3.1. Principes 

Les simulations dynamiques dirigées ou « steered molecular dynamics » (SMD) sont des outils  de simulations 

hors équilibre permettant d’explorer un processus ou un espace conformationnel biologique rare ou inaccessible 

par des simulations dynamiques classiques. Cela peut permettre d’étudier la relation structure-fonction d'un 

complexe macromoléculaire impliquant des interactions protéine-ligand ou protéine-protéine. Cette méthode 

peut être aussi utilisée comme précurseur pour le calcul de l’énergie libre de transformations conformationnelles 

[133] 

Le principe des SMD est d'appliquer une force externe uniquement à un atome ou groupe d’atomes que l’on 

veut déplacer afin d’observer le comportement de la protéine dans ces conditions [134]. Pour exemple, si l’on 

veut déplacer un groupe d’atomes par SMD, le centre de masse de ceux-ci sera lié de manière harmonique avec 

une constante de force 𝑘 à un atome fictif contraint de se déplacer avec une vitesse 𝑣 dans la direction �⃗�. La 

méthode SMD entraîne donc l'application à un instant t d’un potentiel au système  suivant l’équation suivante : 

𝑈(𝑟1
→, 𝑟2

→. . , 𝑡) =
1

2
𝑘 [𝑣𝑡 − (𝑅 ⃗⃗ ⃗(𝑡) − 𝑅 ⃗⃗ ⃗

0). 𝑛 ⃗⃗⃗]² (14) 

où  �⃗⃗⃗�(𝑡) est le centre de masse à l’instant t des atomes à déplacer et 𝑅0est le centre de masse initial. Le vecteur 

𝑛 ⃗⃗⃗ est normalisé par NAMD avant d'être utilisé. 

3.3.2. Quaternion d’orientation 

Dans le cas des protéines transmembranaires (TM), les orientations et les directions des hélices TM sont très 

importantes pour décrire les changements conformationnels de la protéine. Par exemple l’orientation de l’hélice 

TM6  des RCPG détermine l’état d’activation des récepteurs. De ce fait, les orientations des hélices TM se sont 

avérées être des variables collectives efficaces décrivant les changements de conformation des protéines  

membranaires. L'orientation des hélices peut être décrite en utilisant le formalisme du quaternion 𝑄. Le 

quaternion est une notation mathématique introduite par le mathématicien William Rowan Hamilton en 1843. 

Le quaternion décrit les orientations et les rotations spatiales des éléments en 3 dimensions :  

𝑄 = (cos
𝜃

2
, sin

𝜃

2
 �⃗�) (15) 

 

avec 𝜃 et �⃗� (le vecteur unitaire) décrivant l’angle et l’axe de rotation. Le formalisme du quaternion peut être 

utilisé comme variable collective efficace pour introduire un changement rotationnel dans un domaine 

protéique. Moradi et al. ont introduit cette variable dans les simulations dynamiques dirigées de NAMD afin 



  47 

 

d’étudier les transitions conformationnelles d’un transporteur membranaire MsbA (membre de la famille des 

exportateurs de cassettes de liaison à l'ATP) [135]. Ce transporteur ayant un large espace conformationnel 

fonctionnel, il est difficile et couteux d’étudier toutes les transitions possibles par simulations dynamiques 

classiques. Ils ont alors conçu plusieurs variables collectives basées sur le formalisme du "quaternion" comme 

méthode efficace pour induire des transformations rotationnelles dans un système moléculaire. En réalisant 200 

simulations extensives, ils ont pu estimer les énergies libres associées à l’espace conformationnel et déterminer 

les chemins favorisés énergétiquement à partir du travail fourni pour chaque transition dans les simulations 

hors équilibre.  
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4. Matériel  

Les étapes d’équilibration et d’analyse des trajectoires ont été réalisées localement sur une station de travail 

DELL avec le système d’exploitation Ubuntu 16.04.4 LTS version 64bits (processeur  Intel® Core™ i7-7700 CPU 

Quadro K620/PCIe/SSE2). 

La phase de production des trajectoires qui nécessite une capacité de calcul très importante a été réalisée  sur  

le  serveur  national   de   l'IDRIS   (Institut   du   développement   et   des   ressources   en   informatique 

scientifique) en utilisant les serveurs Ada (en 2018-2019) puis Jean-Zay (de 2019 à 2022). 

Le logiciel utilisé pour les simulations dynamiques est NAMD version 2.9 sur Ada et version 2.13 sur Jean-Zay. 

4.1. Migration vers le supercalculateur Jean-Zay et optimisation 

du temps de calcul 

Au cours du 2éme semestre de 2019,  le nouveau supercalculateur Jean-Zay a été installé à l’IDRIS. Nos  

simulations ont migré vers ce supercalculateur, tout en utilisant la nouvelle version de NAMD2.13. De nouveaux 

scripts de lancement de travaux ont créés. L’architecture de ce nouveau supercalculateur étant différente du 

précédent, nous avons dû réaliser des tests pour définir les conditions pour un usage optimal du temps de 

calcul alloué (5 noeuds avec 40 taches). Pour  une simulation donnée, cette configuration entraîne un faible 

gain de temps physique (4%) mais un gain marqué dans le temps alloué (25%) par rapport au serveur Ada 

(Figure 37). 

 

Figure 37 : Evolution du temps de calcul physique et alloué en fonction du nombre de nœuds. 

5. Méthodes 

5.1. Modélisation moléculaire des récepteurs  

La modélisation moléculaire des récepteurs étudiés a été réalisée par homologie à l'aide du logiciel de 

modélisation moléculaire MODELLER [136]. 

5.1.1. Modélisation du récepteur AT1 

AT1 humain avec l’ion sodium : 

La structure inactive d’AT1 humain lié à l’ion sodium a été modélisée de la position 17 à 334  à partir des 

structures cristallographiques d’AT1 sans sodium 4YAY [89] et 4ZUD [85] et un fragment de la structure du 
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récepteur opiacé δ, OPRD (4N6H) [49], correspondant au site de fixation du sodium (TM2, TM3, TM6 et TM7), 

et comprenant l’ion sodium et les molécules d’eau de coordination.  

L'hélice H8 C-terminale a été modélisée par homologie avec la structure 4N6H d’OPRD car dans les structures 

4YAY et 4ZUD, H8 est soit manquante (4ZUD : résidus 289-301 manquants), soit inclinée par rapport au plan 

de la membrane (4YAY). Le récepteur OPRD a été choisi car il est phylogénétiquement proche d’AT1. 

AT1 humain sans l’ion sodium : 

Le modèle d'AT1 sans sodium  a été obtenu  en remplaçant l'ion sodium du modèle précédent par une molécule 

d'eau.  

AT1 d’anguille : Le modèle d’AT1 d’anguille (Anguilla japonica) avec l’ion sodium lié a été construit par 

homologie à partir de la structure d’AT1 humain. 

5.1.2. Modélisation du récepteur AT2 

Pour AT2, seule la structure de la forme active a été résolue. Nous avons donc réalisé 2 modèles du récepteur 

AT2 de la position 35 à 350  à l’état inactif, lié ou non à l’ion sodium, à partir de la structure active d’AT2 5UNG 

[97] et du modèle d’AT1 humain inactif. Les moitiés intracellulaires de TM5, TM6 et TM7 et la partie C-terminale 

H8 de la structure 5UNG ont été tronquées et remplacées par les parties équivalentes du modèle d’AT1 humain, 

y compris l'ion sodium et les molécules d'eau. Les deux modèles différents par la longueur de TM6.  

Dans le modèle A, TM6 a la même longueur que dans AT1. Ce modèle a été utilisé dans les simulations 

dynamiques dirigées, vu sa stabilité dans des conditions hors équilibre. 

Dans le modèle B, des contraintes α-hélicoïdales ont été ajoutées à la procédure de modélisation pour 

s'assurer que la longueur de TM6 était identique à la structure 5UNG. Ce modèle a été utilisé dans les 

simulations dynamiques classiques. 

5.2. Modélisation du stress mécanique 

5.2.1. Modélisation du stress mécanique en tension de surface  

Trois types de conditions externes peuvent entraîner une contrainte mécanique  sur une bicouche lipidique : les 

forces de cisaillement, la pression hydrostatique  et la pression osmotique. Ces conditions externes conduisent 

à une modification de la tension de surface de la membrane [93].  

La tension de surface γ d’une membrane correspond à une pression latérale qui pourra être modélisée en 

dynamique moléculaire en réalisant des simulations en conditions NPγT avec NAMD (méthode décrite dans la 

synthèse bibliographique au paragraphe 3.2.5). On maintient la pression normale à la bicouche (Pzz) à 1 atm et 

la tension de surface constante aux valeurs désirées.  

5.2.2. Suivi des paramètres physiques et calcul de la tension de surface   

Après les générations des trajectoires sous une tension de surface y, il est indispensable de suivre les 

paramètres physiques suivants (Figure 38): 

- l’évolution des dimensions de la boite de simulation au cours de la trajectoire et la détermination de la 

hauteur de la boite LZ (dimension de la boite sur l’axe z, perpendiculaire au plan de la membrane) 

- la valeur de  la tension latérale afin de vérifier si la tension émise est égale à la tension reçue par le système   
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- le profil de la pression latérale locale à l'intérieur de la membrane dans la direction normale à la surface de la 

membrane. 

Pour calculer le profil de pression latérale, la bicouche lipidique est divisée en 30 tranches. Le profil de pression 

latérale π(z) est la différence entre le tenseur de pression normale et le tenseur de pression latérale. 

 

Figure 38 : Suivi des paramètres physiques et calcul de la tension de surface. 

 

5.3. Les simulations de dynamique moléculaire  

5.3.1. Les simulations dynamiques classiques  

A partir des modèles des récepteurs AT1 et AT2 avec et sans sodium, nous construisons le système qui contient 

plus  de 60000 atomes à l’aide de la plateforme CHARMM-GUI [137]. Elle permet d’orienter le récepteur, de 

l’insérer dans une bicouche lipidique homogène de 120 molécules de POPC ou DOPG (60 molécules par feuillet), 

de solvater et de neutraliser électrostatiquement le système en ajoutant de  l’eau de type TIP3 et du KCl à une 

concentration de 150 mM.  Le champ de force CHARMM36 est utilisé pour paramétrer le système. Le système 

passe par une étape de minimisation d’énergie suivie par une étape d’équilibration d’une durée d’une 

nanoseconde au cours de laquelle il y a une relâchement progressif des contraintes tout en portant le système à 

une température de 310K. Les trajectoires sont générées en utilisant NAMD (versions 2.9 et 2.13) à des valeurs 

de tension différentes en utilisant le superordinateur IDRIS. La température est maintenue constante par la 

méthode de Langevin. La pression est maintenue constante par la méthode dite de « Nosé-Hoover Langevin 

piston pressure control ». Il s’agit d’une méthode de Nosé-Hoover modifiée dans laquelle la dynamique de 

Langevin est utilisée pour contrôler le barostat. Sauf indication contraires, les trajectoires sont d’une durée de 

220 ns (Figure 39). Les trajectoires ayant pour but de décrire les propriétés des lipides ont été réalisées une 

fois par condition. Les trajectoires avec les récepteurs ont été répliquées trois fois par condition.   
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Figure 39 : Etapes des simulations de dynamique moléculaire.  

5.3.2. Les simulations dynamiques dirigées (SMD) 

Les simulations dynamiques dirigées permettent d’explorer un processus ou un espace conformationnel 

biologique rare ou inaccessible par des simulations dynamiques classiques. Le principe des SMD est d'appliquer 

une force externe à un atome ou groupe d’atomes afin de faciliter les transitions conformationnelles et ainsi 

d’observer le comportement de la protéine dans différentes conditions. 

a) Mise au point des simulations dynamiques dirigées par quaternion 

Pour mieux comparer  les différentes conditions (nature des lipides, présence de ligands, et stress mécanique) 

et dévoiler le mécanisme d’activation d’AT1 et AT2, nous avons initié la mise en place des simulations de 

dynamique moléculaire dirigée ou « Steered Molecular dynamics » (SMD). Dans cette méthode, une force 

appliquée à une variable collective permet de franchir la barrière de potentiel entre deux conformations et  

obtenir un changement conformationnel. 

La principale caractéristique de l'activation d'un RCPG est le mouvement vers l'extérieur de TM6 qui ouvre la 

cavité intracellulaire pour faciliter le couplage avec la protéine G.  

Dans notre cas, nous avons choisi d’appliquer une force de traction externe aux résidus N-terminaux de l’hélice 

6 pour induire leur déplacement vers une structure active (mouvement vers l’extérieur). Pour utiliser cette 

méthode, il faut bien décrire le mouvement de l’hélice 6 en 3 dimensions.  

Dans ce but, nous avons développé un modèle de quaternion pour l'ouverture de TM6 en s’inspirant des travaux 

de Moradi et al. [133], [135]. Dans ce modèle, la rotation d'un vecteur (axe de l'hélice N-terminale de TM6) est 

décrite par l'axe de rotation û (u1, u2, u3), obtenu à partir du produit vectoriel des axes î (TM6 inactive) et  ĵ 

(TM6 active) avant et après la rotation, et par l'angle de rotation θ autour de l'axe û. Ces paramètres sont 

condensés en un quaternion Q  (Figure 40): 

                     Q = (cosθ/2, sinθ/2 û) = (cos θ/2, sin θ/2 u1, sin θ/2 u2, sin θ/2 u3)  (16) 
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Figure 40 : Description 3D de l'ouverture de l'hélice TM6 sous forme de quaternion. 
Le quaternion représentant le mouvement de la partie N-terminale de l’hélice 6 est défini par l’axe de rotation û obtenu à 

partir du produit vectoriel des axes î et  ĵ  avant et après la rotation et par l'angle de rotation θ autour de l'axe de rotation. 

b) Etape des SMD 

Les étapes des simulations dirigées sont les suivantes (Figure 41a) : 

1-  A partir d’une simulation dynamique classique (cMD) d’AT1 ou AT2 réalisée sous diverses conditions 

(POPC/DOPG), en présence de l’ion sodium lié au récepteur, une structure initiale équilibrée est choisie 

pour  servir comme base de départ pour les SMD. 

2- Comme deuxième étape, il faut choisir les paramètres indispensables pour le fonctionnement des SMD 

tels que les coordonnées des résidus de TM6 qui vont subir la force de traction, les valeurs initiales et 

finales du quaternion, la force appliquée ainsi que le nombre d’étapes au cours desquels TM6 est 

soumise à la force K. Dans notre cas, la force K de traction est appliquée pendant 20 ns de SMD suivies 

par 10 ns de simulations classiques sans application de force pour rééquilibrer le système. Au cours de 

cette deuxième étape, le stress mécanique (tension de surface 20 dyne/cm) peut être rajouté sur 

l’ensemble de la simulation (SMD puis cMD) (Figure 41b).  

3- Les trajectoires sont générées en utilisant le logiciel NAMD avec le supercalculateur Jean Zay. 

4- L’analyse des trajectoires se fait essentiellement en calculant l’évolution de l’angle θ au cours du temps 

pour juger l’état d’activation du récepteur ainsi que l’évolution des distances TM3-TM6 et TM3 -TM7 

pour décrire les mouvements respectifs des hélices TM6 et TM7. 

Nos tests préliminaires montrent que, au-delà de la force de 1000 kcal/mol/rad², nous observons une ouverture 

complète de l’hélice 6 (θ >24°) vers l’état actif avec des conditions optimales à 5000kcal/mol/rad²  (Figure 

41b). 

Utiliser cette méthode dans des conditions optimales et stables nous permettra d’étudier les étapes 

mécanistiques d’activation d’AT1 et AT2 et observer les mouvements de TM7. 

Entre TM6 inactive et 

TM6 active 
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Figure 41 : Simulations dynamiques dirigées. 

(a) Les différentes étapes des simulations dynamiques dirigées, (b) Exemple représentatif de l’évolution de l’angle θ au 

cours de temps en fonction de la force de traction appliquée.   

 

5.4. Analyses des simulations dynamiques moléculaires  

5.4.1. Visualisation et analyses des trajectoires  

Des scripts R basés sur bio3D [138] et des scripts tcl/tk utilisant les fonctionnalités du programme VMD [132] 

ont été developpés pour analyser systématiquement dans toutes les trajectoires : 

- Les RMSD (root mean square deviations) par rapport à la structure initiale 

- Les RMSF (root mean square fluctuations) 

- Les distances du sodium aux atomes d’oxygène présents au niveau du site sodium 

- Certains angles dièdres. 

D’autres scripts R ont été développés pour afficher certains de ces résultats en forme de heatmaps par 

trajectoire en utilisant le package R ComplexHeatmaps [139]. 

La visualisation des trajectoires est faite avec les logiciels VMD et Pymol [140]. 

5.4.2. Analyse des changements conformationnels 

Afin de mieux décrire les mouvements de TM6 et TM7,  nous avons mesuré les distances TM3-TM6, en prenant 

comme référence les distances entre les atomes CA des résidus 3.50 et 6.34, et TM3-TM7, en prenant comme 

référence les distances entre les atomes CA des résidus 3.50 et 7.55. Le mouvement en avant de l’hélice 6 est 

traduit par une augmentation de la distance entre TM3-TM6. De la même façon, le mouvement en arrière ou en 

avant de l’hélice 7 est traduit par, respectivement, la diminution ou l’augmentation de la distance entre TM3 et 

TM7 (Figure 42). Ces distances sont ensuite représentées sous forme de heatmaps ou sous forme de cartes 2D, 

générés dans les deux cas par des scripts R. 
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Figure 42 : Distances entre TM3 et TM6 et entre TM3 et TM7. 

Les distances sont mesurées entre les atomes CA des résidus 3.50 et 6.34  et des résidus 3.50 et 7.55.   

5.4.3. Analyse de la  coordination de l’ion sodium  

Il s’agit de mesurer les distances entre l’ion sodium et d’autres atomes d’intérêt tels que l’oxygène des 

molécules d’eau et des résidus protéiques du site sodium. Nous avons défini la première couche de coordination 

du sodium comme formée par les atomes d’oxygène protéiques et aqueux situés à une distance inférieure ou 

égale à, respectivement, 2.8 et 3.0 Å. 

5.4.4. Quantification des molécules d’eau  

Afin d’estimer les modifications de la cavité interne des récepteurs dans différentes conditions, nous avons 

quantifié le nombre des molécules d’eau dans cette cavité. 

Nous avons  étudié le nombre total des molécules d’eau distantes de 5 Å des résidus 3.32, 7.39, 6.44, 7.45, 

L2.43 et L3.46 couvrant le domaine transmembranaire interne du récepteur. 

 Pour faire une analyse plus fine, nous avons subdivisé ce domaine en 3 parties définissant 3 zones. Nous avons 

quantifié le nombre des molécules d’eau à 5 Å des résidus 3.32 et 7.39 pour la zone 1, des résidus 6.44 et 7.45 

pour la zone 2 et des résidus 2.43 et 3.46 pour zone 3 (Figure 43). 

 

Figure 43 : Zones de quantification des molécules d’eau dans la cavité interne du récepteur AT1. 
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5.4.5. Quantification des liaisons H 

Les liaisons hydrogène ont été mesurés avec la fonctionnalité Hydrogen Bonds de VMD, en utilisant un angle de 

30° et une distance de 3.5 Å comme limites et en prenant comme sélections les chaines latérales des résidus 

protéiques d’intérêt. Les analyses sont faites avec un script tcl regroupant les liaisons d’intérêt à mesurer. 

5.4.6. Caractérisation des lipides  

Afin de caractériser les bicouches lipidiques et surveiller les transitions de phase, 3 paramètres importants ont 

été mesurés en utilisant le MEMBRANEPLUGIN de VMD [141] (Figure 44): 

- Aire par lipide (A) : en appliquant la méthode du diagramme de Veronoi qui se base sur la projection du 

centre de masse des lipides sur une surface plane 

- Epaisseur de la bicouche lipidique (E): mesure de la distance entre les 2 têtes des phospholipides des 

bicouches   

 - Paramètre d'ordre de la chaine lipidique (SCD) : un paramètre typiquement dérivé des expériences de RMN 

qui reflète la mobilité orientationnelle de chaque liaison C-H le long des queues aliphatiques des lipides et donc 

la fluidité de la membrane. 

Figure 44 : Paramètres de caractérisation des lipides.   
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6. Effet du stress mécanique sur les paramètres physiques du 

système de simulation   

6.1. Effet du stress mécanique sur les dimensions de la boite de 
simulation 

Afin de vérifier si la taille des boites de simulations est adaptée aux simulations dynamiques sous l’ensemble 

NPγT, nous avons examiné les dimensions des boites de simulations sous différentes contraintes.  

Cette étude a été réalisée sur un système composé d’une bicouche lipidique hydratée avec insertion ou non du 

récepteur AT1. Les contraintes mécaniques appliquées induisent un changement radical des dimensions de la 

boite de simulation, que ce soit en présence ou en absence du récepteur. En appliquant des tensions positives, 

on observe un effet d’étirement du système alors qu’en appliquant des tensions négatives, nous observons un 

effet de compression qui est plus visible à la tension -100 dyne/cm (Figure 45a). Afin de quantifier cet effet, 

nous avons mesuré les dimensions x, y et z de la boite de simulation en présence  du récepteur (POPC + 

récepteur)  et en absence  du récepteur  (POPC seul) sous les différentes tensions. Nous remarquons une 

diminution de la dimension Z de 60%  en allant de γ = -100 dyne/cm vers  γ= 50 dyne/cm (Figure 45b). 

Néanmoins, le volume de la boite change beaucoup moins (< 1%) car les variations de z sont compensées par 

les variations en x et y. 

Lorsque nous comparons les dimensions des boites de simulation en présence et en absence de récepteur, nous 

notons que l’effet de la tension est moins marqué en présence du récepteur.  Ceci semble indiquer que la 

tension a un effet moins marqué sur le récepteur que sur les lipides, en lien avec la différence de 

caractéristiques physico-chimiques des protéines et des lipides. 

 

 

Figure 45 : Evolution des dimensions de la boite de simulation en fonction de la tension. 
Le système est formé d’une bicouche de POPC hydraté avec insertion ou non du récepteur AT1 lié au sodium. 

(a) Boites de simulations dynamiques lors de l’application de tension variant de -100 à 50 dyne/cm). (b) Courbes 

d’évolution des dimensions (x +y/2) et z en fonction de la tension. 

 

 

6.2. Calcul de la tension de surface et de la pression latérale du 
système  

En déterminant Lz (dimension  de la boite sur l’axe Z) ainsi que la pression suivant les différentes coordonnées 

du système, en particulier Pxx, Pyy et Pzz, nous avons recalculé la tension de surface  ainsi que la pression 
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latérale du système selon les équations  décrites dans la Figure 46a. La bicouche lipidique est divisée en 30 

tranches. Le profil de pression latérale est calculé dans chaque tranche. 

Nous avons bien validé que la tension mesurée est égale à la tension initiale (Figure 46a). Par contre,  la 

pression latérale totale calculée du système ne reflète pas la pression microscopique du système. En effet, le 

profil de pression fluctue au long de l’axe Z. Cette fluctuation peut être due à la variation de la densité locale ou 

la variation de la composition de la membrane : Au niveau des molécules d’eau, la pression latérale est nulle 

alors qu’au contact avec les têtes des phospholipides ou la protéine, le système est plus dense et la pression 

fluctue à des valeurs positives ou négatives dans différentes positions de la bicouche phospholipidique (Figure 

46b). Ce profil est aussi sensible aux valeurs de tension. Plus la tension est élevée, plus le profil de pression est 

faible.  

 

 

Figure 46 : Calcul de la tension de surface et de la pression latérale du système  en fonction de la tension.  

Le système est formé du récepteur AT1 lié au sodium et inséré dans une membrane de POPC hydratée. 

6.3. Effet du stress mécanique sur les caractéristiques des lipides  

Afin de caractériser les bicouches et surveiller les transitions de phase, nous avons réalisé des simulations 

dynamiques des bicouches lipidiques (POPC/DOPG) en absence du récepteur et avec une épaisseur d’eau de 

45Å et nous avons appliqué des tensions de surface négatives et positives pour mimer des effets de la 

compression et de la dilatation selon le tableau suivant : 

 

Tableau 3 : Paramètres des simulations dynamiques de bicouches lipidiques1 
Lipide Tension (dyne/cm) 

POPC  -20 Sans tension (NPT) 0 (NPγT) 20 50 

DOPG -20 Sans tension (NPT) 0 (NPγT) 20 50 

1 Durée des simulations: 220 ns ; 1 réplica. 

 

Trois paramètres importants ont été mesurés en utilisant le MEMBRANEPLUGIN [141] de VMD : l’aire par lipide, 

l’épaisseur de la membrane et le paramètre d’ordre SCD. 
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Nous avons constaté que les contraintes mécaniques affectent les propriétés physicochimiques de la bicouche 

lipidique quelle que soit la nature des lipides : l’étirement conduit à une  augmentation de l’aire par lipide 

(Figure  47a) et une diminution de l’épaisseur de la membrane (Figure 47b) et des paramètres d’ordre des 

chaînes lipidiques aliphatiques SN1 et SN2 (Figure 47c). Ces résultats indiquent que l’étirement conduit à un 

état plus fluide des lipides, ce qui facilite les mouvements moléculaires et les interactions protéine-protéine ou 

lipide-protéine. Nous avons aussi remarqué que l’utilisation des ensembles NPT ou NPγT avec γ=0dyn/cm pour 

représenter des conditions stables sans stress mécanique donne les même résultats au niveau des propriétés 

physicochimiques des lipides.  

En comparant les deux lipides, les effets semblent plus prononcés pour les DOPG que pour les POPC (Figure 

47). En effet, l’aire par lipide est supérieure pour les DOPG par rapport aux POPC avec une différence qui varie 

de 6 Å (γ = -20) à 12 Å (γ = 50). L’épaisseur des bicouches lipidique est plus faible chez les DOPG par rapport 

aux POPC avec une différence de 2 Å. Les paramètres d’ordre des chaînes lipidiques aliphatiques SN1 et SN2 

sont plus faible pour les DOPG que pour les POPC. 

Par conséquent, la sensibilité des DOPG à l’étirement peut faciliter les mouvements moléculaires et les 

interactions lipide-protéine par rapport aux POPC. 

 

 

 

Figure 47 : Comparaison des propriétés physicochimique des POPC et des DOPG. 
(a) Aire par lipide ; (b) Epaisseur des lipides ; (c) Paramètres d’ordre des chaines SN1 et SN2 des DOPG et POPC. 

6.4. Distribution des lipides autours du récepteur 

Etant donné que les DOPG présentent 3.6% de la composition membranaire mais 16% des lipides liés au 

récepteur β2 adrénergique facilitant ainsi son activation [53], nous avons analysé la distribution des lipides 

d’une mélange POPC/DOPG autour du récepteur AT1. Afin de mimer des conditions plus réelles de la 

membrane, nous avons réalisé 3 répliquas du système d’AT1 lié à l’ion sodium dans une bicouche lipidique 

hétérogène POPC/DOPG avec le ratio 90:10. 
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En considérant l’ion sodium comme le centre du récepteur, nous avons calculé par la suite la distribution radiale 

des lipides jusqu’ à 30 Å  de l’ion sodium en utilisant le plugin RADIAL PAIR DISTRIBUTION FUNCTION de VMD 

[142]. 

Nos simulations montrent que 60 à 80% des DOPG enveloppent le récepteur AT1 pratiquement dès le début de 

la simulation et maintiennent cette distribution tout le long des trajectoires (Figure 48a). Pour appuyer ces 

observations, la fonction de distribution radiale de chaque type de lipides autour du récepteur AT1 (n=3) 

confirme que la première couche de solvatation autour de la protéine est principalement peuplée  par des 

phospholipides DOPG (Figure 48b). Ceci suggère que même à faible concentration de DOPG et dans des 

conditions plus physiologiques, les DOPG migrent à proximité du récepteur ce qui augmente les interactions 

intermoléculaires en particulier avec les résidus chargés positivement. 

 

 

Figure 48 : Distributions des lipides autour du récepteur AT1 pour une membrane POPC/DOPG (90:10). 
(a) Snapshot du système à t0. (b) Fonction de la distribution radiale g(r) des lipides autour de la protéine (n=3). 

7. Simulations de dynamique moléculaire classique des 

récepteurs AT1 et AT2 sous l’effet d’un stress mécanique  

7.1. Observations générales 

Dans cette partie, nous avons étudié l’effet du stress mécanique induit par l’application de différentes tensions 

de surface sur les récepteurs AT1 et AT2 insérés dans des bicouches homogènes de POPC et DOPG. Afin de 

déterminer l’effet du stress mécanique sur le récepteur AT1, nous avons réalisé des simulations dynamiques en 

triplet en présence et en absence de l’ion sodium avec des tensions positives différentes (étirement). Nous 

avons aussi testé d’une tension négative (compression) dans le cas du récepteur AT1 lié au sodium dans une 

bicouche de POPC  

Les simulations ont été étudiées à la fois par des analyses quantitatives, telles que le RMSD et RMSF (Figure 

S1) et la mesure des distances TM3-TM6 (Figure 50), et qualitatives avec inspection visuelle des trajectoires. 

Nous avons utilisé le terme « activation » pour définir un changement de conformation caractérisé par 

l'ouverture de l’hélice 6 qui est détectable par l’augmentation des distances TM3-TM6. 

Lors de l’analyse des distances, nous avons noté que les distances entre les mêmes positions 3.50 et 6.34 ne 

correspondent pas exactement aux mêmes changements conformationnels. Pour AT1, un début d’ouverture de 

TM6 correspond à une distance entre 10 et 11 Å alors que, pour AT2, elle se situe autour de 8-9 Å. Ceci pourrait 
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être dû au fait que l’hélice 6 d’AT1 est basée directement sur une structure cristallographique inactive alors que 

celle d’AT2 a été modélisée. 

Nous avons observé trois types de changement conformationnels : 

a. Préactivation : Pour AT2, nous avons observé de fréquentes « préactivations » transitoires ou continues qui 

se traduisent par une légère ouverture de TM6 dans différentes conditions. Nous en donnons quelques 

exemples Figure 51.  

b. Déstabilisation : Pour AT1, en l’absence de sodium lié et à haute tension (50 dyne/cm), nous avons 

observé des instabilités de la structure protéique qui se traduisent par des modifications de la cavité interne du 

récepteur (Figure 51a). Pour quantifier ces modifications,  nous avons étudié le nombre total des molécules 

d’eau distantes de 5 Å des résidus couvrant le domaine transmembranaire interne d’AT1. Pour une analyse plus 

fine, nous avons subdivisé ce domaine en 3 parties définissant 3 zones de la cavité interne du système. Ainsi, 

pour AT1 dans une bicouche de POPC, le nombre des molécules d’eau ne varie pas de manière significative en 

présence de sodium, lors de l’application d’une tension. Cependant, en l’absence de sodium, il y a une 

augmentation très significative du nombre de molécules d’eau à une tension de 50 dyne/cm (30±7 molécules 

d’eau au total, à comparer à 21±3 en l’absence de tension). Cette augmentation résulte d’une entrée de l’eau 

dans les zones 1 et 2. Elle traduit un élargissement de la cavité interne du récepteur (Figure 51b). Pour AT2, 

dans une des simulations à haute tension, nous avons aussi observé un état instable avec déformation des 

hélices et mouvement en arrière de TM6 (Figure 50).  

c. Activation : Nous avons aussi observé des activations transitoires ou stables que nous allons analyser en 

détail. Elles sont indiquées sur le Tableau 4 ainsi que sur les heatmaps de la distance TM3-TM6 (Figure 49).   

Concernant ces activations nous pouvons faire quelques remarques : 

 (1) Elles sont peu fréquentes, mais plus faciles à observer pour AT2 qu’AT1  

 (2) Dans le cas d’AT1, elles sont observables uniquement dans une bicouche lipidique anionique de DOPG 

couplé à un effet de tension  

 (3) AT1 est très stable dans une bicouche de POPC en particulier en présence de l’ion sodium qui stabilise la 

structure même à haute tension (50 dyne/cm).  

Tableau 4 : Simulations dynamiques classiques d’AT1 et AT21 

 conditions Etat du récepteur observé 
 

sodium Tension 

(dyne/cm) 

POPC DOPG 

AT1 x -20 Non - 

x Sans tension Non Non 

x 20 Non Non 

x 50 Non 1 activation    

AT1 - Sans tension Non Non 

- 20 Non 1 activation 

- 50 instabilité  instabilité 

AT2 x Sans tension Non Non 

x 20 1 activation  Non 

x 50 Non structures instables 

AT2 - Sans tension Non  1 activation 

- 20 1 activation  1 activation 

- 50 Non 1 activation 

                                                                                                1 Durée : 220 ns ; 3 réplicas. 
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Figure 49 : Heatmaps des distances entre TM3 et TM6 lors des simulations dynamiques classiques. 
Les distances sont mesurées entre les atomes CA des résidus 3.50 et 6.34. 
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Figure 50 : Snapshots des différents états observés chez AT2 dans une bicouche de DOPG.  
Les états préactifs observés à γ=0 et γ=20 dyne/cm sont représentés en magenta. L’état instable observé à γ = 50 

dyne/cm est représenté en vert. 

 

 

 

 

Figure 51 : Déstabilisation d’AT1 sans sodium à haute tension. 
 (a) densité volumique d’eau du récepteur AT1 lors d’un étirement en l’absence de l’ion sodium (50dyn/cm). La structure à 
t=0 ns est en blanc et la structure à t=57.3ns est en gris, les flèches montrent les zones déstabilisées ; (b) Evolution du 

nombre des molécules d’eau transmembranaire d’AT1 dans une membrane POPC  en fonction de la tension, en présence ou 
absence de sodium.  
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7.2. Activation du récepteur AT1 

Les lipides anioniques semblent faciliter l’activation de certains RCPG [16]. Dans cette étude, nous avons testé 

l’effet de ces lipides sur le récepteur AT1 en présence et en absence des effets mécaniques. En présence des 

forces d’étirement, nous avons observé 2 activations du récepteur AT1 uniquement dans une bicouche 

de DOPG (Figure 52): 

- Une activation du récepteur AT1 en présence de l’ion sodium à une tension élevé de 50 dyne/cm  

- Une activation du récepteur AT1 en absence de l’ion sodium à une tension modérée de 20 dyne/cm.  

 

Les deux activations partagent le même mécanisme d’activation mais l’activation à la tension élevée 50 

dyne/cm présente quelques déformations dues à l’instabilité des conditions. Ci-dessous, je détaille l’activation 

d’AT1 en absence de l’ion sodium à la tension 20 dyne/cm. 

a) Analyse détaillée  

La transition est initiée par l’étirement de l’hélice 8  et l’avancement de  l’hélice 7 dès les premières ns 

(augmentation du RMSD de 1 à 5 Å dans les 20 premières nanosecondes) (Figure 52a). Cela a permis l’entrée 

de l’eau dans le domaine transmembranaire (augmentation de nombre des molécules d’eau de 10 à 30 

molécules) (Figure 52a,b), provoquant l’ouverture progressive de l'hélice 6 (la distance TM3-TM6 augmente de 

6 à 12 Å) jusqu’à l’activation (Figure 52). L’hélice 7 garde la position en avant, ce qui suggère soit un état 

intermédiaire d’activation, soit une conformation spécifique d’activation.  

 

 

 

Figure 52 : Activation du récepteur AT1 par le double effet de l'étirement et des lipides anionique DOPG. 
 (a) Distance entre TM3 et TM7,  nombre des molécules d’eau dans le domaine transmembranaire, et distance entre TM3 et 

TM6. En (b), la structure initiale d’AT1 (blanche) est superposée à la structure obtenue après 16 ns (bleue) et 112 ns 

(rouge). L’insert montre la pénétration des molécules d’eau lors de l’activation. 
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b) Interactions de l’hélice 8 avec les DOPG   

Le mécanisme d’activation observé en présence à la fois des DOPG et des forces d’étirement débute toujours 

par l’étirement de l’hélice 8. Nous avons alors  cherché la cause de ces mouvements en calculant les 

interactions entre les résidus de l’hélice 8 et les DOPG. En effet, dans les deux activations observées, les  DOPG 

interagissent avec les résidus cationiques de l’hélice 8 en particulier la lysine K7.61 (Figure 53ab) par le biais de 

liaisons H orchestrant ainsi les mouvements des hélices 7 et 8. Ces interactions sont relativement de longue 

durée (environ 50% de la trajectoire pour K294/7.61), capables de perturber le mouvement de l’hélice 8 

(Figure 53b,c) 

Figure 53 : Liaisons hydrogènes entre l'hélice 8 d'AT1 et les molécules DOPG. 
(a) Evolution des H-Bonds entre H8 et les DOPG au cours du temps et spécifiquement la liaison entre DOPG2 et la 

lysine K7.61 ; (b) Ensemble des liaisons hydrogènes entre la lysine K7.61 et les DOPG et le pourcentage de chaque 

liaison ; (c) Snapshot de l’interaction entre la lysine K7.61 chargée positivement et la tête du phospholipide DOPG2.  

c) Screening des conformations actives des RCPG 

La superposition de la structure active obtenue par étirement avec la structure cristallographique active d’AT1 

couplé à l’angiotensine II (PDB 6OS0) [143] montre une similarité dans le mouvement en avant de l’hélice 6 

mais une différence au niveau du mouvement de l’hélice 7 (Figure 54a). En effet, l’activation par l’angiotensine 

II est caractérisée par un recul de l’hélice 7 alors que, dans notre cas d’activation par étirement, l’hélice 7 reste 

dans son état initial (inactive) ou avance par l’étirement de l’hélice 8.  

Afin de chercher s’il existe des structures similaires chez les RCPG, nous avons comparé la structure résultante 

avec toutes les structures cristallographiques de RCPG actives présentes dans Protein Data Bank. Cette 

exploration 3D a révélé que la structure active d’AT1 obtenue par étirement est semblable à la structure "non 

canonique" du récepteur 1 de la neurotensine (NTSR1) complexé avec la protéine Gi1 (PDB 6OSA) [36] (Figure 

54b). 

Dans cet état non canonique, le récepteur NTSR1 présente des caractéristiques de conformation active et 

inactive, ce qui suggère que la structure pourrait représenter une forme intermédiaire d'activation [6].  
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Figure 54 : Comparaison de la structure active d’AT1 obtenue par MD et des structures cristallographiques 

d’AT1 et de NTSR1.  

(a) Snapshot de la superposition de la structure inactive d’AT1 (blanc) avec la structure obtenue par l’application de la 
tension de surface dans une membrane DOPG et la structure cristallographique active d’AT1 couplé à l’AngII (jaune) ; (b) 
Snapshot de la superposition de la structure inactive d’AT1 (blanc) avec la structure obtenue par l’application de la tension 

de surface dans une membrane DOPG et la structure cristallographique non canonique du récepteur NTRS1 (vert). 

7.3.  Activation du récepteur AT2  

A notre connaissance, l’effet du stress mécanique sur le récepteur AT2 n’a pas été étudié expérimentalement ou 

in silico. Donc nous avons soumis ce récepteur en présence et en absence de l’ion sodium à des simulations 

dynamiques aux mêmes conditions de tensions positives à 20 et 50 dyne/cm. Nous avons pu observer plusieurs 

activations dans différentes conditions : 

- Une activation transitoire du récepteur AT2 en présence de l’ion sodium à une tension de 20 dyne/cm 

dans une bicouche lipidique POPC  

- Une activation continue du récepteur AT2 en absence de l’ion sodium à une tension de 20 dyne/cm 

dans une bicouche lipidique POPC 

- Trois activations continues du récepteur AT2 en absence de l’ion sodium dans une bicouche lipidique de 

DOPG. L’une a été observée sans tension appliquée, la deuxième à une tension modérée de 20 dyne/cm et la 

troisième à une tension élevé de 50 dyne/cm.  

7.3.1. Activation du récepteur AT2 en présence de l’ion sodium dans une bicouche de POPC 

a) Changement conformationnel et verrouillage ionique 

Dans l’une des simulations d’AT2 lié au sodium dans une membrane de POPC, en appliquant une tension de 20 

dyne/cm, nous avons constaté une activation transitoire du récepteur AT2 durant l’intervalle [40ns, 130ns] au 

cours duquel le récepteur montre une activation maximale aux alentours de 100ns. Nous observons un 

mouvement vers l’avant de l’hélice 6 (Figure 55a) qui est quantifié par l’augmentation de la distance entre les 

hélices 3 et 6 de 6 à 11 Å (Figure 55b). Parallèlement, nous observons aussi un mouvement vers l’arrière de 

l’hélice 7 quantifié par la diminution de la distance entre les hélices 3 et 7 de 20 à 15 Å. 

Nous avons aussi étudié le verrouillage ionique dans l’état actif et inactif du récepteur AT2. D3.49 et R3.50 dans 

l’hélice 3 sont des résidus très conservés des RCPG. Il a été montré dans certains RCPG que R3.50 peut 
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interagir avec D7.49 et/ou le résidu 6.30 pour stabiliser l’état inactif, c’est ce qu’on appelle verrouillage ionique 

(ionic  lock) [144]. Nous avons quantifié les liaisons hydrogènes impliquant R3.50 dans l’état actif et inactif. 

Hors activation, R3.50 interagit essentiellement avec D3.49, alors que, pendant l’activation, la rotamérisation 

de 3.50 favorise l’interaction avec Y5.58 de l’hélice 5, stabilisant ainsi l’état actif (Figure 55c). 

 

Figure 55 : Activation d’AT2 en présence de sodium dans une bicouche de POPC à la tension de 20 dyne/cm. 

(a) Screenshot de l’activation d’AT2 à la tension de 20 dyne/cm à t=0ns (blanc) et t=100ns (bleue) ; (b) Changements 
conformationnels mesurés par la distance entre les hélices 3 et 6 (d3.50-6.34) et entre les hélices 3 et 7 (d3.50-7.53) ;. (c) 

Verrouillage ionique lors de l’activation et de l’inactivation du récepteur. 

b) Rôle de l’eau dans l’activation du récepteur  

Nous nous sommes ensuite intéressés au rôle de l’eau dans l’activation d’AT2 et au changement de coordination 

de l’ion sodium. Nous avons quantifié le nombre des molécules d’eau à une distance inférieure à 3 Å de D2.50, 

ce qui  correspond à la cavité interne intracellulaire du récepteur. Deux pics d’augmentation significative des 

molécules d’eau sont observés (Figure 56a). Le premier pic correspond aux 10 premières ns de la simulation où 

commence le mouvement de l’hélice 6. Le sodium interagit avec D2.50 (Figure 56). 

Le deuxième  pic  coïncide avec l’activation maximale du récepteur où nous avons une augmentation 

significative des molécules d’eau à l’intérieur du récepteur permettant la formation d’un canal d’eau liant  la 

partie intracellulaire vers la partie extracellulaire et stabilisant l’activation pour quelques dizaines de 

nanosecondes (Figure 56a). En effet, l'analyse détaillée de l'activation transitoire montre que la rotation 

simultanée de V6.40 et R3.50 permet l'entrée d'eau au voisinage de D2.50. L’eau permet un effet d’écran entre 

l’ion sodium et D2.50, ce qui conduit à une réorganisation des interactions impliquant D2.50 et l'ion sodium. 

Celui-ci se déplace vers le groupe hydroxyle de S3.39 (Figure 56). Cela explique le changement du mode de 

coordination observé chez AT2 dans son état actif (Figure 56b). 
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Figure 56: Devenir de l'ion sodium pendant l'activation transitoire du récepteur AT2.  

 (a) Dans AT2, la rotamérisation de V6.40 et R3.50 permet l'entrée d'eau et une réorganisation de la coordination du sodium 
avec S3.39; (b) De haut au bas: évolution du nombre des molécules d’eau à 3Å de D2.50, évolution de la coordination de 

l’ion sodium avec D2.50 OD1 et S3.39 OD1, évolution des angles chi1 de V6.40 et chi2 de R3.50.  

7.3.2. Activation du récepteur AT2 en absence de l’ion sodium dans une bicouche de POPC 

 A la même tension de 20 dyne/cm, une activation du récepteur AT2 est observée en absence de l’ion sodium. 

Contrairement à l’activation observée en présence de l’ion sodium, cette activation est continue et caractérisée 

par un mouvement de l’hélice 7 qui fluctue entre états actif et inactif. Il est quantifié par la distance entre TM3 

et TM7 qui varie entre 17Å  et 24Å. L’ouverture de l’hélice 6 n’est pas maximale (la distance TM3-TM6 

augmente de 6 à 11 Å maximum) mais elle reste stable tout le long de la simulation, possiblement par l’effet 

des forces d’étirement et l’entrée des molécules d’eau (Figure 57). 

 

Figure 57 : Activation d’AT2 en l’absence sodium dans une bicouche de POPC à la tension de 20 dyne/cm. 
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7.3.3. Activations d’AT2 en l’absence de sodium dans une bicouche de DOPG  

En absence de l’ion sodium, dans une bicouche lipidique DOPG, nous avons observé 3 activations du récepteur 

AT2 en absence et en présence de la tension de surface. 

Dans des conditions de pression constante (NPT), nous avons observé une activation transitoire avec un 

maximum d’ouverture de TM6 vers les 110ns, couplé à un léger recul de TM7 dans le même intervalle 

temporaire (Figure 58a).  

Dans des conditions de tension de surface de 20 et 50 dyne/cm, les activations d’AT2 sont maintenues tout le 

long de la trajectoire avec une ouverture plus importante de TM6 (distance entre TM6 et TM3 maximale de 

12Å). 

Au cours de ces activations, les mouvements de l’hélice 7 varient d’une simulation à une autre. En effet à 20 

dyne/cm, nous observons un mouvement en avant et latéral de TM7 (la distance entre TM7 et TM3 augmente 

de 19 à 28Å). Au contraire, à 50 dyne/cm, nous observons un recul de TM7 (la distance entre TM7 et TM3 

diminue de 20 à 16Å). Dans les 2 cas d’activation, une rotamérisation de R3.50 est aussi observée, facilitant 

ainsi l’entrée des molécules d’eau et affaiblissant le verrouillage ionique 3.50-3.49 (Figure 58bc).   

 

Figure 58 : Activations d’AT2 en absence de l’ion sodium dans une bicouche de DOPG. 
(a) Changements conformationnels observés lors de l’activation d’AT2 en l’absence de tension; (b) Changements 

conformationnels observés lors de l’activation d’AT2 à la tension de 20 dyne/cm; (c) Changements conformationnels 
observés lors de l’activation d’AT2 à la tension de 50 dyne/cm. Le cadre indique la rotamérisation du résidu R3.50.   

7.4. Structures canoniques et non canoniques 

De manière globale, nous avons observé 2 activations pour AT1 seulement en conditions extrêmes (100% 

DOPG) avec tension de surface, alors que, pour AT2, l’activation est plus fréquente dans des multiples 

conditions (Figure 59). En analysant les mouvements de TM7 (Figure 59 & S2), pour AT1, seules des activations 
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non canoniques ont été observés avec TM7 soit en position inactive (heatmap TM3-TM7 bleue), soit en 

mouvement en avant (heatmap TM3-TM7 vert). Ceci peut être expliqué non seulement par la fluidité 

membranaire et les interactions fréquentes des hélices 7 et 8 avec les molécules DOPG  mais aussi par la 

limitation du temps de calcule (220ns). Chez AT2, l’hélice 7 est plus lâche et flexible, dans la  même trajectoire 

d’activation, nous pouvons observer l’état actif canonique (heatmap TM3-TM7 rouge) et non canonique 

(heatmap TM3-TM7 rouge) (Figure 59). 

 

 

Figure 59 : Bilan des activations observées lors des simulations dynamiques classique. 
Les conformations sont visualisées par les heatmaps indiquant par un code couleur les distances TM3-TM6 et TM3-TM7.  

7.5. Effets de la tension sur la coordination sodium 

Les résultats précédents montrent une tendance de la tension à faciliter les changements conformationnels des 

récepteurs AT1 et AT2. L’ion sodium étant un modulateur allostérique négatif de l’activation [41], nous avons 

analysé, sur l’ensemble des simulations classiques, la coordination du sodium pour tester l’hypothèse que la 

tension pourrait modifier celle-ci. Pour cela, nous avons calculé le pourcentage d’interaction de l’ion sodium  

avec les atomes électronégatifs protéiques du site allostérique (résidus en  position  2.50,  3.35,  3.39, 7.45, 

7.46 et 7.49) au cours de toute la trajectoire (distance inférieur à 2.8 Å). 

Pour AT1, l’application d’une tension positive ou négative n’induit pas de modification du mode de fixation du 

sodium comparée à l’absence de tension (NPT). Le sodium interagit essentiellement avec les chaines latérales 

de D2.50, S3.39, N7.45 et N7.46 avec des variations au niveau de l’interaction avec le résidu N7.49 (Figure 

60). 
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De manière générale, pour AT2, l’ion sodium interagit essentiellement avec D2.50, N3.35, S3.39 et N7.45 

(Figure 60). L’absence d’interaction avec le résidu 7.46 résulte de la différence de séquence entre AT1 et AT2 à 

cette position. En effet, le résidu 7.46 est une serine pour AT2 et une asparagine pour AT1 humain. Cette 

différence modifie la liaison avec le résidu 7.46 (Figure 60).  

 

Figure 60 : Mode de liaison de l'ion sodium sous l'effet de la tension chez AT1 et AT2 
Pourcentage d’occupation du sodium dans les sites de coordination avec une distance NA oxygène <2.8A° 

 

De manière globale, nous n’observons pas de différence significative dans le mode de coordination de l’ion 

sodium par l’effet de la tension ou l’effet des lipides. Néanmoins les incertitudes étant importantes (Figure 60), 

pour valider cette observation, nous avons calculé la composante électrostatique de l'énergie libre de 

l’interaction de  l'ion sodium avec les différents récepteurs dans différente bicouches lipidiques et sous 

différentes tensions en utilisant Delphi [145]. Les calculs de la différence d’énergie électrostatique entre les 

complexes récepteurs-sodium et les éléments séparés (delta G) ont été réalisés comme décrits dans la section 

Méthodes de l’article de l’annexe II.1. Pour les deltas G, il y a une différence nette entre AT1 et AT2, ce qui est 

conforme avec les résultats obtenues dans notre étude évolutive d’AT1 et AT2 [81]. Néanmoins ni la tension, ni 

les lipides n'affectent l'interaction avec le sodium. 

 

Figure 61 : Énergie libre électrostatique de l’interaction de l’ion sodium avec les récepteurs AT1 et AT2.  

(a) Histogrammes de l’énergie libre électrostatique de l’interaction de l’ion sodium avec les récepteurs AT1 et AT2 dans des 

bicouches de POPC et DOPG (n=3); (b) Energie libre électrostatique en fonction du nombre de coordination moyen du 
sodium aux ligands protéiques. Les points représentent les trajectoires individuelles. 
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8. Analyse des transitions conformationnelles par SMD 

Les changements conformationnels observés en dynamique moléculaire classique sont rares, aléatoires et leur 

observation est très limitée par le temps de calcul. Afin de mieux comparer différentes conditions (nature des 

lipides, présence de ligands et contraintes mécaniques) et dévoiler le mécanisme d’activation des récepteur AT1 

et AT2 de manière reproductible, nous avons mis en place des simulations de dynamique moléculaire dirigée 

(SMD) en utilisant des contraintes basées sur le principe du quaternion (voir la partie Méthode paragraphe 

5.3.2.).  

Dans cette méthode, nous avons appliqué  une force de traction sur l'extrémité N-terminale de TM6 avec une 

constante de 5000 kcal / (mol*rad2) pendant 20ns pour entraîner l'ouverture de TM6. Cette étape de  SMD a 

été poursuivie par 10ns de simulations dynamiques classiques (cMD) afin d’équilibrer le système. Les 

différentes conditions ont été testées avec 6 réplicas. 

Toutes les analyses sont reportées sous forme de heatmaps dans la figure S6. 

8.1. Récepteur AT1 

8.1.1. Observations générales  

L’observation d’une structure active non canonique chez AT1 par l’action des lipides anioniques nous a incitées 

à comprendre les étapes mécanistiques d’activation de ce récepteur. Pour ce but, nous avons réalisé des 

simulations dirigées en forçant l’hélice 6 à s’ouvrir et en observant le comportement de l’hélice 7. Dans un 

premier temps, ces simulations ont été réalisées en présence de l’ion sodium pour stabiliser les structures et 

dans une bicouche lipidique POPC, tout en  utilisant une force de traction 5000 kcal/mol/rad² (n=6). 

Afin de mieux décrire les mouvements de TM6 et TM7,  nous avons mesuré les distances TM3-TM6 (distance 

entre les CA de 3.50 et 6.35)  et TM3-TM7 (distance entre les CA de 3.50 et 7.55). Le mouvement en avant de 

l’hélice 6 se traduit par une augmentation de la distance TM3-TM6. De la même façon le mouvement en avant 

ou en arrière de l’hélice 7 se traduit par l’augmentation ou la diminution de la distance TM3-TM7.  

Les SMD décrivent  de façon très  reproductibles (n=6) les étapes nécessaires pour réaliser une transition  

complète vers une structure active du récepteur AT1 au bout de 30 ns (20ns SMD +10ns CMD). En effet, la 

carte 2D (Figure 62) des distances TM3-TM6 et TM3-TM7 montrent que, pour AT1, une augmentation 

simultanée de ces distances est observée principalement au début de la simulation (la distance TM3-TM6 

augmente de 7 à 13 Å, la distance TM3-TM7 augmente de 19 à 24 Å). Cela traduit le mouvement en avant des 

hélices 6 et 7 vers la structure non canonique (points bleues et roses). Dès que l’hélice 6 atteint une ouverture 

de 12±1 Å, la distance TM3-TM7 diminue de 23 Å à 14 Å traduisant le recul de l’hélice 7 vers la position active 

observée dans l’activation canonique d’AT1 (point rouges) (Figure 62).  
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Figure 62 : Transition conformationnelle d’AT1 par SMD dans une bicouche de POPC.  
Le dégradé des couleurs indique le temps, du bleu (t=0) vers le rouge (t=30ns).  

8.1.2. Les liaisons H 

Pour chercher la cause de cet état intermédiaire d’activation, nous avons examiné les interactions 

électrostatiques entre l’hélice 6 et l’hélice 7 pendant l’activation du récepteur. 

Nous avons observé que, chez AT1, il existe une interaction ionique très forte entre la lysine K7.58 de TM7 

chargée positivement et l’acide aspartique  D6.32  de l’hélice 6 chargé négativement (Figure 63a). 

Cette interaction reste stable durant les 10 premières ns des SMD correspondant à l’état inactif mais aussi à 

l’état préactif où on observe le mouvement en avant de TM7 parallèlement avec le début de l’ouverture de TM6. 

Au-delà de 10 ns de SMD, cette liaison est interrompue à cause de l’augmentation de la distance entre TM6 et 

TM7. Ceci coïncide avec le début du recul de l’hélice 7 vers sa position active, induisant ainsi la structure active 

canonique du récepteur AT1 (Figure 63b). Ces résultats suggèrent fortement que l’interaction entre D6.32 et 

K7.58 est responsable à l’initiation de la structure non canonique. 

 

Figure 63 : Rôle des liaisons H dans la formation de la structure non canonique d’AT1. 
(a) Liaisons H entre D6.32 et K7.58 d’AT1 dans les formes inactive, préactive, active non canonique et active canonique. (b) 
Exemple d’implication des liaisons H dans les mouvements de TM6 et TM7 pour AT1 au cours du temps : de haut au bas les 

figures présentent l’évolution du nombre des liaisons H, l’évolution des distances entre TM3 et TM6 et entre TM3 et TM7. Les 

couleurs représentent les différents états d’activation d’AT1.  
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8.1.3. Validation par mutagenèse in silico 

Afin de confirmer le rôle des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58 dans la formation de la structure non 

canonique d’AT1, nous avons muté ces résidus en alanine in silico puis nous avons réalisé des simulations SMD 

suivant le même protocole que précédemment (n=6). Les mutations D6.32A et K7.58A permettent de 

supprimer les interactions entre ces positions. Les cartes 2D décrivant les mouvements de l’hélice 7 (distance 

TM3-TM7) et 6 (distance TM3-TM6) montrent, chez le double mutant AT1 D6.32A K7.58A, une différence du 

profil des mouvements de TM7 et TM6 par rapport au récepteur sauvage. La plupart des SMD montrent un profil 

similaire à celui d’AT2 (voir plus loin) avec l’absence de la structure non canonique (Figure 64a,c). Nous avons 

aussi observé une instabilité structurale d’AT1 mutant avec un débobinage de la fin de l’hélice 6 (Figure 64d). 

Ces résultats confirment l’importance des interactions  entre D6.32 et K7.58 dans le mécanisme d’activation 

d’AT1, la stabilité du récepteur ainsi que la formation de la structure non canonique. 

 

Figure 64 : Transition conformationnelle d’AT1 D6.32A/K7.58A par SMD dans une bicouche de POPC. 
(a) Cartes 2D décrivant les mouvements de TM7 et TM6 du mutant d’ AT1 D6.32A et K7.58A (n=6) ; (b) Carte 2D décrivant 

les mouvements de TM7 et TM6 d’AT1 sauvage ; (c) Snapshots montrant l’absence d’interaction entre A6.32 et A7.58 ; (c) 
Snapshots montrant l’instabilité de TM6 à 30ns au cours du réplica SMD5. 

8.1.4. Comparaison avec le récepteur AT1 d’anguille  

Le récepteur AT1 d’anguille diffère du récepteur humain au niveau de la nature des résidus 7.58 et 6.32 mais 

partage les mêmes charges électrostatiques. En effet, dans AT1 d’anguille, le résidu 7.58 est une arginine 

chargée positivement et le résidu 6.32 est un acide aspartique chargé négativement. Nous avons alors modélisé 

le récepteur AT1 d’anguille et puis nous avons réalisé des simulations SMD suivant le même protocole que 

précédemment (n=6). Les cartes 2D décrivant les mouvements de l’hélice 7 et 6 montrent, pour AT1 d’anguille, 

une différence du profil des mouvements de TM7 et TM6 par rapport au récepteur humain. En effet, le 

mouvement en avant de l’hélice 7 est moins important pour AT1 d’anguille (pour AT1 humain la distance TM3-

TM7 augmente de 19 à 24 Å maximum alors que pour AT1 d’anguille cette distance ne dépasse pas les 22 Å) 

(Figure 65a,b). L’analyse visuelle des SMD montre que, bien que l’interaction électrostatique entre les résidus 

7.58 et 6.32 existe chez AT1 d’anguille et maintient bien TM7 avec TM6 à l’état inactif (t=0) et préactif 

(t=20ns), le couplage du mouvement en avant de TM7 et TM6 est moins important. Ceci peut être expliqué par 
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la longueur des chaines latérales de ces deux résidus R7.58 et E6.32. Etant plus longues que dans le récepteur 

humain, il y a assez d’espace pour que TM6 avance sans entrainer TM7 en avant (Figure 65c). Ces résultats 

confirment bien l’importance de la nature des résidus 6.32 et 7.58 dans le mécanisme d’activation d’AT1, en 

particulier pour le mouvement de l’hélice 7 et la formation de la structure non canonique. 

 

Figure 65 : Transition conformationnelle  d'AT1 d’anguille par SMD dans une bicouche de POPC. 
(a) Cartes 2D décrivant les mouvements de TM6 et TM7 du récepteur d’anguille (n=6) ; (b) Exemple d’évolution du nombre 

des liaisons H entre E6.32 et R7.58 ; (c) Snapshots montrant l’interaction entre E6.32 et R7.58 à t=0, t=20ns et t=30ns. 
 

8.2.  Récepteur AT2 

Nous avons étudié les transitions conformations d’AT2 humain inséré dans une membrane de POPC, par SMD, 

en suivant le même protocole que précédemment (20 ns SMD suivie de 10 ns cMD). Chez AT2, la distance TM3-

TM6 augmente tandis que la distance TM3-TM7 diminue de façon simultanée. Cela traduit un mouvement en 

avant de l’hélice 6 et un mouvement en arrière de l’hélice 7 jusqu’à l’obtention de la structure active canonique 

d’AT2 (Figure 66a). 

Dans le cas d’AT1, l’interaction entre les résidus 6.32 et K7.58 est responsable de l’initiation de la structure non 

canonique d’AT1. Dans le cas d’AT2, cette liaison est absente (Figure 66b,c) à cause des mutations des acides 

aminés à ces positions. En effet  les résidus 6.32 et 7.58 sont respectivement une glutamine et une asparagine 

qui sont neutres et ne forment pas de liaisons H entre elles (Figure 66c). Ceci explique le recul plus rapide de 

l’hélice 7 et l’absence d’une structure non canonique chez AT2. 

Nous pouvons noter que les cartes 2D confirment que, à l’état inactif, la distance entre TM3 et TM6 est 

légèrement plus petite pour AT2 que pour AT1 (Figure 62 et 66).   
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Figure 66 : Transition conformationnelle d’AT2 par SMD dans une bicouche de POPC. 
(a) Cartes 2D comparant les mouvements de TM7 et TM6 d’AT2 humain dans une membrane POPC ;  (b) Absence de liaison 

H entre Q6.32 et N7.58 chez AT2 ; (c) Histogramme présentant le pourcentage de liaisons H entre les résidus 7.58 et 6.32 
chez AT1 et AT2. Les données représentent la moyenne et la déviation standard des 6 réplicas. 

8.3. Mécanismes proposés 

Nos observations structurales et les cartes 2D d’AT1 dans des conditions optimales et stables (force 5000 

kcal/mol/rad², AT1 couplé au sodium dans une bicouche lipidique POPC) (Figure 67) mettent en évidence les 

étapes nécessaires pour réaliser une transition vers une structure canonique active: 

- TM6 et TM7 étant maintenus par les interactions entre D6.32 et K7.58, un mouvement de l’un vers l’extérieur 

entraine le mouvement de l’autre, d’où le mouvement simultané initial vers l'extérieur des hélices 6 et 7. 

- La structure non canonique apparaît comme une étape intermédiaire dans l'activation des récepteurs avec 

l’hélice 6 en position active et l’hélice 7 en position inactive. 

- L’hélice 6 continue à avancer ce qui entraine la rupture de la liaison entre D6.32 et K7.58. 

- L’hélice 7 effectue alors un mouvement vers l'intérieur, conduisant à l’apparition de la structure active 

canonique.  

 Ces résultats confirment l’hypothèse que la structure non canonique est une structure intermédiaire 

d’activation. 
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Figure 67 : Etapes mécanistiques d'activation du récepteur AT1 dans une bicouche de POPC.  
 La structure blanche présente l’état initial, la structure bleue présente l’état intermédiaire et la structure en vert présente 

l’état final. Les flèches noires présentent le mouvement de TM6 et TM7. 

 

Pour AT2 et dans les mêmes conditions, les étapes mécanistiques sont les suivantes : 

- A partir de la conformation inactive, un mouvement en avant de TM6 est observé avec un recul léger de 

TM7. 

- A une ouverture maximale de TM6, un recul important de TM7 est observé, induisant ainsi une transition 

vers la forme d’activation canonique du récepteur.  

Nous avons remarqué la quasi absence ou l’apparition très timide de la structure intermédiaire non canonique 

chez AT2 (Figure 68). 

 

Figure 68 : Etapes mécanistiques d'activation du récepteur AT2 dans une bicouche lipidique POPC.  
La structure blanche présente l’état initial, la structure bleue présente l’état intermédiaire et la structure en vert présente 

l’état final. Les flèches noires présentent le mouvement de TM6 et TM7. 
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8.4. Les transitions conformationnelles d’AT1 dans une bicouche 

de DOPG 

Afin de comprendre l’effet des lipides DOPG sur les transitions conformationnelles d’AT1, nous avons réalisé des 

SMD d’AT1 lié au sodium dans une bicouche lipidique de DOPG dans des conditions optimales  (force de traction 

de 5000 kcal/mol/rad²). Les cartes 2D décrivant les mouvements des hélices 6 et 7 montrent l’hétérogénéité 

des mouvements de l’hélice 7 entre les réplicas (Figure 69a). Pour expliquer cette instabilité de TM7, nous 

avons cherché l’effet des DOPG sur la liaison ionique D6.32 - K7.58. Ainsi, nous avons quantifié les liaisons H de 

K7.58 avec les lipides et avec les résidus protéiques. Dans l’exemple montré sur la figure 69, au début des SMD 

(les 10 premières nanosecondes), comme observé pour AT1 avec les POPC, K7.58 interagit avec D6.32 (Figure 

69b,c). Au-delà de 10 ns, cette liaison étant fragilisée par les forces de traction de TM6, la lysine 7.58 interagit  

avec les DOPG (Figure 69b,c) et maintient cette interaction tout le long de la simulation. Cette interaction est 

reproductible dans les 6 réplicas et, par conséquent, peut influencer les mouvements de l’hélice 7 vers l’arrière 

ou vers l’avant. Ces résultats mettent en évidence que certains lipides peuvent agir comme modulateurs 

allostériques du récepteur AT1.  

 

 

 

Figure 69 : Transition conformationnelle  d'AT1 par SMD dans une bicouche de DOPG. 
(a) Cartes 2D décrivant les mouvements de TM6 et TM7 d’AT1 lié au sodium dans une bicouche lipidique de DOPG (n=6) ; 

(b) Liaisons H de K7.58 avec D6.32 (en orange) et avec DOPG (en bleu) en cours du temps ; (c) Snapshots montrant les 
interactions de la lysine K7.58 à t = 0,  t = 10ns et t = 30ns. 

8.5. Les transitions conformationnelles d’AT1 sous l’effet de la 
tension 

Afin d’examiner l’effet du stress mécanique  sur les étapes mécanistiques d’activation d’AT1, nous avons réalisé 

des SMD d’AT1 lié au sodium dans une bicouche de POPC dans les mêmes conditions que précédemment (n=6) 
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en rajoutant une tension de surface de 20 dyne/cm. Les cartes 2D décrivant les mouvements des hélices 6 et 7 

montrent 3 simulations ayant une structure finale non canonique et 3 simulations ayant une structure active 

canonique (Figure 70). Ces résultats montrent que le stress mécanique sous forme d’étirement peut avoir un 

effet sur les mouvements de l’hélice 7 favorisant parfois l’activation du récepteur vers une structure non 

canonique même en absence de lipides anioniques.  

 

 
 

Figure 70 : Transition conformationnelle  d'AT1 dans une bicouche de POPC sous tension de 20 dyne/cm. 
(a) Cartes 2D décrivant les mouvements de TM7 et TM6 d’AT1 sous la tension de 20 dyne/cm (n=6) ; (b) Snapshots de 
l’état initial (en blanc) et final (en magenta) des simulations 4 et 5. 
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L’hypothèse de base de ce projet est que l’environnement vasculaire aussi bien dans des conditions 

physiologiques que pathologiques peut modifier la régulation du système rénine-angiotensine au niveau du 

fonctionnement moléculaire des récepteurs AT1 et AT2. Cet environnement dépend de divers facteurs 

physiques, notamment le stress mécanique auquel sont soumises les cellules de l’endothélium, ainsi que de 

facteurs biochimiques comme la composition lipidique de la membrane. L’objectif de ce projet est donc 

d'approfondir la compréhension des mécanismes moléculaires de l'activation d’AT1 et AT2 sous contraintes 

mécaniques et dans divers environnement lipidiques. 

En utilisant une approche in silico de modélisation et de simulations de dynamique moléculaire, nous avons visé 

à répondre aux questions suivantes : 

Des facteurs externes (stress mécanique ou lipides) modifient-ils la conformation inactive des 

récepteurs AT1 et à l'AT2, en absence de ligand?  

Lors des simulations dynamiques d’AT1 et AT2 réalisées dans différentes conditions de stress mécanique ou 

d’environnement lipidique, nous avons observé quelques changements de conformations (Table 4) que nous 

avons détaillés dans les résultats. Ici, nous nous intéressons à l’influence de ces facteurs sur la structure des 

récepteurs inactifs. L’analyse des RMSD et RMSF ne permet pas de mettre en évidence des différences 

significatives de la structure globale de ces récepteurs selon les différentes conditions de simulations (Fig S1). 

Nous avons donc réalisé plusieurs analyses complémentaires pour déterminer si des différences plus fines 

pouvaient exister. 

Structure globale : 

Dans le but de chercher l’effet de la tension membranaire sur la conformation inactive des récepteur AT1 et 

AT2, nous avons mesuré le nombre des molécules d’eau dans le domaine transmembranaire. Dans les 

conformations inactives, nous n’observons pas d’augmentation significative du nombre moyen des molécules 

d’eau sauf à haute tension (50 dyne/cm) en l’absence de sodium lié au récepteur. Dans ce cas, la présence 

accrue d’eau apparait comme liée à une instabilité du récepteur dans les conditions de simulations. Lors de 

l’application d’une tension plus modérée, nous n’avons pas observé de changement notable du nombre de 

molécules d’eau. Dans ces conditions (20 dyne/cm), nous pouvons conclure que l’effet de la tension ou 

l’étirement ne se traduit pas par un relâchement direct de la structure qui se traduirait par une augmentation 

des molécules dans le domaine transmembranaire.  

Interaction avec l’ion sodium : 

Le sodium a un rôle de régulateur allostérique  négatif  dans  divers  GPCRs de la famille A [44]. Nous avons 

cherché à déterminer s’il y avait des changements significatifs dans la coordination de l’ion de sodium par l’effet 

du stress mécanique ou par l’action des changements de la composition lipidique. Aucune différence 

significative ni de la coordination du sodium (Figures 60 et S3), ni de l’énergie électrostatique d’interaction de 

celui-ci avec les récepteurs (Figure 61) en fonction de la tension appliquée ou de la nature des lipides n’a pu 

être mise en évidence. 

Nous pouvons toutefois noter une observation intéressante lors de l’activation transitoire du récepteur AT2 en 

présence du sodium à une tension de 20 dyne/cm. Cette activation n’a pas montré une sortie du sodium 

comme décrit pour certains RCPG [146] mais un changement de coordination avec l’ion sodium qui interagit 
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avec S3.39 durant la période d’activation tout en perdant les interactions avec la chaine latérale de D2.50 par 

l’effet écran des molécules d’eau. Cet évènement étant unique dans nos simulations, nous ne pouvons pas relier 

ce changement de coordination à l’effet de la tension. Néanmoins, il suggère que la réorganisation des 

interactions du sodium avec le récepteur pourrait être une condition d’activation du récepteur. Cette 

réorganisation serait liée à l’entrée de molécules d’eau dans le domaine transmembranaire.  

Liaisons H : 

Les simulations dynamiques dirigées montrent l’importance des liaisons électrostatiques entre les résidus 6.32 

et 7.58 dans la stabilisation de la structure inactive et l’apparition de la structure active non canonique chez 

AT1. Nous avons alors repris nos simulations dynamiques classiques et mesuré le nombre moyen des liaisons H 

entre les résidus 6.34 et 7.58 et entre ces résidus et les lipides dans différentes conditions (Fig .S4) 

Il n’est pas possible de conclure qu’il existe un effet général dû à la tension ou aux lipides sur ces interactions. 

Néanmoins, en reprenant les cMD individuellement (Figure S5), pour AT1, la liaison H entre les résidus 6.32 et 

7.58 semble être présente dans toutes les simulations dynamiques où le récepteur est resté à l’état inactif ou 

préactif. Par contre, dans les 2 simulations dynamiques qui montrent une activation dans une membrane de 

DOPG, nous observons la disparition de cette liaison dès le début de la simulation. Cela suggère que la 

disparition de cette liaison peut faciliter l’activation du récepteur AT1 par des conditions externes telles que la 

tension et les lipides anioniques. 

Des facteurs mécaniques facilitent-ils les changements conformationnels ? 

Nos résultats de simulations dynamiques classiques montrent que dans, une bicouche de POPC, des facteurs 

mécaniques peuvent induire des changements de conformation chez AT2 et des instabilités chez AT1.  

- AT1 étant très stable dans nos conditions d’étude, il n’est pas facile de conclure un effet direct de la tension. 

Cette limitation peut être reliée aux conditions des simulations dynamiques classiques qui sont courtes (220ns) 

et en nombre limité (n=3) et ne présentent pas des conditions réelles où l’intervalle de temps est beaucoup 

plus long (millisecondes ou plus) d’où l’intérêt d’adopter une méthode dirigée.  

- Pour AT2, l’application d’une tension de surface modérée (20 dyne/cm) suffit pour induire un changement 

conformationnel vers un état actif, y compris en présence d’un sodium fixé au site allostérique (Figures 55 & 

57)  

Ceci concorde avec les études précédentes sur AT2 qui suggèrent que ce récepteur est facilement activable 

[94]. Ainsi, à ce jour, les structures cristallographiques résolues d’AT2 sont des structures actives [98]. 

Des lipides facilitent-ils les changements conformationnels ? 

Nous avons mis en évidence que le stress mécanique, par le biais de changement de la tension de surface 

membranaire, peut rendre les lipides plus fluides donc plus mobiles. Cela peut faciliter les interactions lipides-

protéines, en particulier pour les lipides chargés. 

Plusieurs observations suggèrent que les lipides anioniques peuvent faciliter l’activation des RCPG  [16], [57] 

Nous avons testé cette hypothèse en insérant AT1  et AT2 dans une bicouche de DOPG.  
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AT2 est facilement activable en absence de l’ion sodium dans une bicouche lipidique anionique. En effet, nous 

avons observé des activations pour des valeurs de tension de 20 et 50 dyne/cm et même en absence de 

tension.  

Concernant AT1, alors qu’en l’absence de tension, sa structure reste stable, l’application d’un étirement de 20 

dyne/cm lorsque AT1 est inséré dans une bicouche de DOPG induit un changement conformationnel (Figure 52). 

Une analyse détaillée de la transition conformationnelle révèle plusieurs étapes : 

1. L'activation est initiée par l'étirement de H8 dû à l'interaction d'un résidu Lys (K294) avec une molécule 

de DOPG. L'étirement de H8 est couplé à un léger mouvement de TM7 vers l'extérieur. 

2. Ce mouvement permet l'entrée d'eau à l’intérieur du récepteur, induisant l'ouverture progressive de 

TM6 avec une augmentation de la distance entre TM1 et TM6 de 22 à 34 A. 

3. L'ouverture de la TM7 est maintenue par des liaisons entre H8 et DOPG.  

Ces résultats mettent en évidence le rôle crucial de l’hélice 8 dans l’activation des RCPG par le stress 

mécanique. Conformément avec les résultats de Erdogmus et al., l’hélice 8 d'AT1 est un motif structural 

essentiel pour détecter les forces mécaniques et les convertir en réponses moléculaires puis vasculaires, 

contribuant ainsi à l'autorégulation du tonus des myogénique [72]. 

Quelles sont les étapes du mécanisme d’activation d’AT1 et d’AT2 affectées par les facteurs 

externes que sont le stress mécanique et les lipides de l’environnement ?  

Nos simulations dynamiques classiques ont permis de mettre en évidence l’importance du rôle des lipides dans 

la régulation des récepteurs de l'AngII. Nous avons montré que, sous tension, les DOPG facilitent la transition 

d'AT1 vers une structure non canonique, similaire à celle observée dans la structure cristallographique du 

récepteur NRTR1, soutenant fortement l'hypothèse que la transition observée correspond bien à une étape 

intermédiaire de l'activation du récepteur (Figure 71).  

Figure 71: Effet des lipides anioniques sur AT1. 
(a) Comparaison des réponses d’AT1 à un stress mécanique dans une bicouche de POPC ou de DOPG. On observe une 

transition vers un état actif uniquement dans DOPG en présence de stress mécanique (20 dyne/cm) ; (b) Comparaison de la 
structure obtenue (rouge) avec AT1 inactive (blanc), AT1 active (jaune) et la structure non-canonique de NTSR1 (vert). La 

structure d’AT1 dans une bicouche de DOPG sous tension se superpose à la structure active non-canonique du récepteur de 
la neurotensine 1 (NTSR1). Elle se caractérise par une ouverture vers l’extérieur des hélices 6 et 7. 
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Cette structure est aussi observé par Suomivuori et al [143] dans certaines de leurs simulations dynamiques où 

TM7 adopte parfois une conformation de type inactif, avec le motif NPXXY plus éloigné du faisceau hélicoïdal, 

tandis que l'extrémité intracellulaire de TM6 reste dans la position extérieure des conformations actives et 

alternatives canoniques. Une autre étude récente sur le récepteur AT1 montre que lors de simulations longues 

(300 μs), un état intermédiaire clé est identifié dans la voie d'activation d’AT1 [147]. Dans cet état 

intermédiaire, un site potentiel de régulation allostérique « P6 » caché entre TM7 et H8 est observable lors du 

mouvement ascendant de H8 [147] (Figure 72). La perturbation directe de  ce site par des mutations 

ponctuelles in silico ou in vitro a influencé le site d’interaction des protéines G et de la β-arrestine perturbant 

ainsi leur activité [147]. 

 

Figure 72 : Sites allostériques potentiels d’AT1.  
Ces sites ont été identifiés chez AT1 dans l’état intermédiaire et hors de l’état intermédiaire d'activation [147]. 

 

Les simulations de dynamique moléculaire dirigées valident la présence d’une structure intermédiaire chez AT1 

et expliquent les étapes mécanistiques de l'activation des récepteurs AT1 et AT2 ainsi que la déstabilisation 

apportée par les DOPG et le stress mécanique. En effet, les SMD mettent en évidence que la structure non 

canonique d’AT1 est une structure intermédiaire de l’activation et que les interactions électrostatiques entre 

TM6 et TM7 (D6.32 et K7.58) contribuent à l’initiation de cette structure (Figure S6).  

Ces interactions peuvent être perturbées par la nature des lipides environnants et le stress mécanique, facilitant  

l’activation du récepteur AT1 dans ces conditions. En effet les lipides anioniques peuvent agir sur les hélices 

TM7 et H8, en particulier au niveau des résidus chargés positivement (K7.58  et K7.61). La réorganisation des 

liaisons H, entrainant la rupture de l’interaction entre D6.32 et K7.58, pourrait ainsi faciliter l’activation en 

présence de lipides aninioniques. De même, l’activation du récepteur AT1 par les forces d’étirement pourrait 

être expliquée par l’étirement de H8 perturbant les interactions électrostatiques entre TM6 et TM7 et facilitant 

ainsi l’activation. 

Contrairement à AT1, AT2 ne montre pas un état intermédiaire d’activation. Cela pourrait faciliter l’activation 

d’AT2 en absence de l’angiotensine II.  

Quelles sont les différences entre AT1 et AT2 qui peuvent jouer un rôle dans la réponse différentielle 

de ces deux récepteurs aux facteurs externes ?  
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AT1 et AT2 partagent approximativement 30% d’homologie. Bien qu’ils couplent le même agoniste naturel, 

l’angiotensine II, la réponse physiologique est différente et même opposée [148]. Dans nos simulations 

dynamiques, nous avons remarqué qu’AT2 est plus facilement activable qu’AT1 par les conditions externes, 

comme il est plus facilement activable par des dérivés de l’AngII [148]. 

Cette réponse différentielle entre les deux récepteurs peut être expliquée au moins en partie par la différence 

au niveau du verrouillage ionique ou « ionic lock » du motif DRY. Pour AT1, le verrouillage ionique implique 

D7.49, R3.50 et N6.30 qui forme des liaisons hydrogène entre les hélices 3 et 6. Pour AT2, le verrouillage 

ionique est composé de 2 résidus seulement, D3.49 et R3.50, car le résidu 6.30 est une arginine. Il y a donc 

une répulsion entre R3.50 et R6.30 qui peut favoriser la libération spontanée de l’hélice TM6 (Figure 73). 

Une deuxième différence se situe au niveau du site de fixation du sodium. Le résidu 7.46 est une serine pour 

AT2 et une asparagine pour AT1. Cela peut contribuer à l’activation d’AT2 sans la sortie du sodium mais avec 

une modification de sa coordination permise par l’arrivée de molécules d’eau. La coordination entre le sodium et 

D2.50 s’affaiblie avec l’effet d’écran des molécules d’eau et la coordination avec S3.39 est favorisée. Ce 

phénomène observé dans le cas d’AT2 lors de pré activation ou d’activation est similaire à celui observé lors de 

l’activation de CXCR4 [146]. Il révèle que la pénétration de l'eau et les changements du mode de liaison du 

sodium sont des facteurs clés du mécanisme d'activation.  

 

Figure 73 : Comparaison du verrouillage ionique entre  AT1 et AT2 

 

Une 3éme différence réside dans les interactions entre les hélices 6 et 7. Chez AT1, la forte interaction 

électrostatique entre les résidus D6.32 et K7.58 semble jouer un rôle dans la stabilisation de la structure 

inactive ainsi que dans les étapes mécanistiques d’activation et l’apparition de la structure non canonique. Les 

liaisons H entre ces résidus ne sont pas significativement modifiées par les conditions externes (DOPG/tension) 

et sont similaires entre les récepteurs AT1 humain et d’anguille qui partageant les mêmes charge au niveau de 

ces positions (Figure 74a). Cependant, dans le cas du récepteur d’anguille, la présence d’une arginine en 

position 7.58 augmente significativement les interactions de ce résidu avec les lipides. De même, la présence 

des lipides anioniques DOPG augmentent l’interaction du résidu 7.58 avec les lipides (Figure 74b). Cela peut 

perturber les mouvements de TM7 vers des structures non canoniques comme observés dans les SMD (Figure 

69). 
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Concernant l’effet de la tension sur les liaisons H entre D6.32 et K7.58, bien que les moyennes ne soient pas 

significativement différentes du fait des larges déviations standard observées en présence de tension (Figure 

74a), nous pouvons noter que cette dispersion même du taux de liaisons H pourrait être corrélée à la variabilité 

des transitions conformationnelles aboutissant à une structure non canonique finale dans plusieurs replicas 

(Figure 70).  

Dans le cas d’AT2, des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58 sont absentes (Figure 74a). Cependant, le 

résidu Q6.32 interagit fortement avec les POPC, ce qui pourrait faciliter le mouvement en avant de TM6 et 

l’activation du récepteur (Figure 74c). 

 

Figure 74 : Liaisons H des résidus 6.32 et 7.58 dans les simulations dynamiques dirigées. 

(a) Taux de liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58; (b) Taux de liaisons H entre le résidu 7.58 et les lipides ; (c) Taux de 
liaisons H entre le résidu 6.32 et les lipides. Les liaisons H ont été mesurées lors des SMD (n=6). Les histogrammes 

présentent les moyennes et l’erreur standard obtenue à partir des moyennes des 6 réplicas par condition. Les résultats sont 
comparés à AT1 dans une bicouche de POPC. Test statistique Anova à 2 facteurs, test Dunnett avec alpha =0.05. 

 

Finalement, l’analyse des séquences des récepteurs AT1 et AT2 terrestres et aquatiques montre que, dans le 

cas d’AT1,  l’acide aspartique en position 6.32 et la lysine en position 7.58 sont apparus avec la transition à la 

vie terrestre.  Ces résidus sont rares à ces positions chez les RCPG de classe A humains, suggérant une 

spécificité du récepteur AT1 terrestre. Dans le cas d’AT2, il n’y a pas de différence entre les récepteurs des 

animaux terrestres et aquatiques avec l’asparagine en position 7.58 et une lysine ou une arginine en position 

6.32, un profil qui semble aussi assez fréquent dans la class A des RCPG humain (Figure 75). 

 
 

Figure 75 : Logoplots des résidus 6.32 et 7.58 des récepteurs AT1 et AT2 terrestres et aquatiques. 
Le logoplot de ces positions pour un ensemble non-redondant de RCPG humains est donné pour comparaison.  



  88 

 

 

Les réponses différentielles de ces deux récepteurs peuvent être importantes pour leur mécanisme d'action in 

vivo, où les facteurs mécaniques et la composition lipidique peuvent être modifiés dans différentes conditions 

physiopathologiques.  
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L'objectif de ce projet est d'approfondir la compréhension des mécanismes moléculaires conduisant à 

l'activation des récepteurs AT1 et AT2 en absence du ligand naturel, l’angiotensine II, en particulier par l’effet 

du stress mécanique, et d’éclaircir le rôle de l’eau, de l’ion sodium et de la composition lipidique dans les 

changements conformationnel de ces  récepteurs. 

Pour répondre à cet objectif, nous avons combiné des méthodes de simulations dynamiques classiques et 

dirigées. 

Les simulations dynamiques classiques montrent des changements conformationnels fréquents du récepteur 

AT2 dans différentes conditions. Pour AT1, étant plus stable, l’observation des changements conformationnels 

est plus rare, aléatoire, et nécessite des conditions plus drastiques. Des conformations actives non canoniques 

d’AT1 sont observées uniquement dans une bicouche de DOPG, lors de l’application soit d’une tension de 50 

dyne/cm lorsqu’AT1 est lié au sodium, soit d’une tension plus faible de 20 dyne/cm en l’absence de sodium.  

Les simulations dirigées que nous avons réalisées complètent nos simulations de dynamique moléculaire 

classique et fournissent un cadre reproductible pour étudier l'influence de facteurs externes.  

En particulier, cette méthode révèle le mécanisme d'activation d'AT1 et l’importance de la liaison D6.32-K7.58 

dans la stabilisation du récepteur. Cette liaison étant positionnée du coté intracellulaire des hélices TM6 et TM7, 

elle peut être perturbée par différentes facteurs externes tel que les lipides anioniques et l’étirement de l’hélice 

H8. 

De plus, ces résultats fournissent une compréhension plus profonde de l'activation du récepteur AT1 à un 

niveau atomique et suggèrent des pistes pour la conception de modulateurs allostériques du récepteur AT1 avec 

un large éventail d'applications dans le domaine des RCPG. 

Pour aller plus loin, il sera intéressant de tester l’effet d’autres lipides tel que le cholestérol et l’omega3 ainsi 

que de tester des conditions plus physiologiques et l’effet des ligands (angiotensine II), des antagonistes 

(Canderstan) ou des agonistes biaisés vers les betas arrestines (TRV023/026) en présence du stress 

mécanique. 

Il conviendra aussi, pour AT1, d’étudier la stabilité de la conformation non-canonique par des simulations de 

dynamiques moléculaires extensives, en présence ou non d’angiotensine II. Enfin, il faudra aussi étudier 

diverses compositions membranaires (en particulier des taux de DOPG variables) sur la transition vers la 

conformation non-canonique et la stabilité de celle-ci 

En effet, la mise en évidence d’une conformation stable d’AT1, observable uniquement de certaines conditions 

(stress mécanique, présence accrue de lipides anioniques dans l’environnement) pourrait permettre de cibler le 

récepteur AT1 dans certains environnements pathologiques.  

Il conviendra aussi d’étudier plus profondément le récepteur AT2, pour comprendre comment des facteurs 

externes agissant différentiellement sur AT1 et AT2 peuvent contribuer à déréguler le système rénine-

angiotensine dans des conditions pathologiques.  

Il convient aussi de faire des études expérimentales pour tester l’implication des résidus D6.32-K7.58 dans la 

stabilité du récepteur à l’état inactif par des mutations  
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Annexe I 
Résultats complémentaires 

 
Figure S1 : RMSD et RMSF des simulations dynamiques classiques.  

Figure S2 : Heatmaps des distances entre les hélices 3 et 7 lors des simulations dynamiques classiques. 

Figure S3 : Heatmaps de la coordination de l’ion sodium avec les résidus protéiques de son site lors des 

simulations dynamiques classiques. 

Figure S4 : Tableau des moyennes et ecarts type des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58 lors des 

simulations dynamiques classiques.  

Figure S5 : Heatmaps des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58 lors des simulations dynamiques classiques. 

Figure S6 : Heatmaps des simulations dynamiques dirigées. 
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Figure S1 : RMSD et RMSF des simulations dynamiques classiques. 
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Figure S2 : Heatmaps des distances entre les hélices 3 et 7 (Distance 3.50-7.55) lors des simulations 
dynamiques classiques. 
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Figure S3 : Heatmaps des distances entre l’ion sodium et les résidus protéiques de son site lors des simulations 
dynamiques classiques.  

Une distance inférieure à 2.8 Å indique une coordination. 

 



  107 

 

 

 

 

 

 

Moyennes ±SD AT1_POPC AT1_DOPG  
AVEC l'ion sodium sans l'ion sodium AVEC l'ion sodium sans l'ion sodium 

% HBONDS  
(n=3) 

γ  -20) NPT γ2  γ   NPT γ2  γ   NPT γ2  γ   NPT γ2  γ   

6.32_7.58 70,3 
±5,7 

68,5 
±8,9 

49,3 
± 32,9 

46,03 
± 26,1 

51,43 
±24,2 

54,41 
±39,0 

23,18 
±14,9 

55,64 
±12,1 

61,34 
±9,6 

43,27 
±14,6 

36,2 
±3,1 

18,5 
±20,2 

42,4 
±7,4 

7.58_lipid 11,6 
±2,5 

4,87 
±2,6 

5,14 
±0,4 

4,36 
±1,9 

7,05 
±3,8 

10,32 
±8,5 

0,91 
±0,4 

18,84 
±9,0 

21,10 
±6,0 

6,58 
±2,7 

33,3 
±3,8 

21,9 
±9,1 

1,9 
±2,5 

6.32_lipid 0,0 
±0,0 

0,0 
±0,0 

4,7 
±8,1 

0,0 
±0,0 

0,0 
±0,0 

0,0 
±0,0 

0,0 
±0,0 

1,0 
±1,4 

0,1 
±0,2 

0,2 
±0,1 

4,3 
±5,0 

3,1 
±3,0 

0,1 
±0,2 

 
Figure S4 : Tableau des moyennes et écarts type des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58 lors des 

simulations dynamiques classiques (n=3). 
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Figure S5 : Heatmaps des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58 lors des simulations dynamiques classiques 
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Figure S6 : Heatmaps des simulations dynamiques dirigées  

Heatmaps des distances TM3-TM6 et TM3-TM7 ; Heatmap des liaisons H entre les résidus 6.32 et 7.58. 
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Annexe II 
Publications 

 
Annexe II.1 : Article : « Evolutionary information helps understand distinctive features of the angiotensin II 

receptors AT1 and AT2 in amniota »  

Annexe II.2 : Chapitres méthodologiques 

Annexe II.3 : Abstracts d’autres publications 

 



Annexe II.1 

 

Article : 
 

Evolutionary information helps understand distinctive features of the angiotensin II receptors AT1 and AT2 

in amniota Ben Boubaker R*, Tiss A*, Henrion D, Guissouma H, Chabbert M (2022) PLOS Computational 

Biology 18(2): e1009732.https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 * Equal participation 

 
 

Contexte et principales contributions 

 

Ce projet s’intéresse au  rôle de l'ion sodium dans le mécanisme d'activation des récepteurs  de 

l’angiotensine II, AT1 et AT2. Pour mieux comprendre les spécificités de ces récepteurs, nous avons tout 

d’abord effectué une analyse phylogénétique qui a révélé une évolution en miroir des récepteurs AT1 et 

AT2. Chacun des deux récepteurs est divisé en deux clades, séparant les récepteurs de poissons des 

espèces terrestres. Cette analyse a également révélé que des mutations marquantes ont eu lieu au niveau 

ou à proximité du site de liaison du sodium dans les deux récepteurs  AT1 et AT2.  

 

Les calculs électrostatiques et les simulations de dynamique moléculaire confirment la fixation de l’ion 

sodium à l'AT1 humain malgré la présence atypique d’une asparagine en position 7.46 du site de fixation 

du sodium. La comparaison des modes de liaison au sodium dans les récepteurs AT1 et AT2 sauvages et 

mutés de l'homme et de l'anguille indique que le contrôle allostérique par le sodium des récepteurs AT1 et 

AT2 a évolué au cours de la transition du poisson à l'amniote. En particulier, la mutation S7.46N d’AT1 est 

spécifique des amniotes et est reflétée par une mutation L3.46M dans AT2. Nous avons ainsi montré que 

ces mutations survenues lors de la transition vers la vie terrestre modifient le mode de fixation du sodium 

et les propriétés fonctionnelles des récepteurs AT1 et AT2.  

 

Cette étude a donné lieu à un article intitulé « Evolutionary information helps understand distinctive 

features of the angiotensin II receptors AT1 and AT2 in amniota » qui vient d’être publié dans Plos Comput 

Biol (doi: 10.1371/journal.pcbi.1009732).  

 

Ce projet a été initié dans le cadre du sujet de thèse de Dr Asma Tiss soutenue en 27/06/2021. Ce projet 

étant un sujet complexe et nécessitant un aspect technique poussé, j’ai fortement contribué à l’élaboration 

des simulations dynamiques et leur procédure ainsi qu’au développement des scripts nécessaires pour 

accomplir les différentes analyses et la visualisation des données. J’ai aussi pris en charge une partie des 

demandes des examinateurs de l’article qui a nécessité près de 6 mois de travail. En conséquence, une 

grande partie de mon temps de thèse a été consacrée à ce projet. Ma contribution y ayant été équivalente 

à celle d’Asma Tiss, nous  sommes toutes les deux co-premiers auteurs de l’article de Plos Comput Biol. 

https://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal.pcbi.1009732
https://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal.pcbi.1009732
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732
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Abstract

In vertebrates, the octopeptide angiotensin II (AngII) is an important in vivo regulator of the

cardiovascular system. It acts mainly through two G protein-coupled receptors, AT1 and

AT2. To better understand distinctive features of these receptors, we carried out a phyloge-

netic analysis that revealed a mirror evolution of AT1 and AT2, each one split into two

clades, separating fish from terrestrial receptors. It also revealed that hallmark mutations

occurred at, or near, the sodium binding site in both AT1 and AT2. Electrostatics computa-

tions and molecular dynamics simulations support maintained sodium binding to human

AT1 with slow ingress from the extracellular side and an electrostatic component of the bind-

ing free energy around -3kT, to be compared to around -2kT for human AT2 and the δ opioid

receptor. Comparison of the sodium binding modes in wild type and mutated AT1 and AT2

from humans and eels indicates that the allosteric control by sodium in both AT1 and AT2

evolved during the transition from fish to amniota. The unusual S7.46N mutation in AT1 is

mirrored by a L3.36M mutation in AT2. In the presence of sodium, the N7.46 pattern in

amniota AT1 stabilizes the inward orientation of N3.35 in the apo receptor, which should

contribute to efficient N3.35 driven biased signaling. The M3.36 pattern in amniota AT2

favours the outward orientation of N3.35 and the receptor promiscuity. Both mutations have

physiological consequences for the regulation of the renin-angiotensin system.

Author summary

The analysis of protein sequences from different species can reveal interesting trends in

the structural and functional evolution of a protein family. Here, we analyze the evolution

of two G protein-coupled receptors, AT1 and AT2, which bind the angiotensin II peptide

and are important regulators of the cardiovascular system. We show that these receptors

underwent a mirror evolution. Specific mutations at, or near, the sodium binding pocket

occurred in both AT1 and AT2 during the transition to terrestrial life. We carried out

electrostatics computations and molecular dynamics simulations to decipher the details of

PLOS COMPUTATIONAL BIOLOGY

PLOS Computational Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 February 24, 2022 1 / 28

a1111111111

a1111111111

a1111111111

a1111111111

a1111111111

OPEN ACCESS

Citation: Ben Boubaker R, Tiss A, Henrion D,

Guissouma H, Chabbert M (2022) Evolutionary

information helps understand distinctive features

of the angiotensin II receptors AT1 and AT2 in

amniota. PLoS Comput Biol 18(2): e1009732.

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732

Editor: Bert L. de Groot, Max Planck Institute for

Biophysical Chemistry, GERMANY

Received: June 7, 2021

Accepted: December 8, 2021

Published: February 24, 2022

Copyright: © 2022 Ben Boubaker et al. This is an

open access article distributed under the terms of

the Creative Commons Attribution License, which

permits unrestricted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the original

author and source are credited.

Data Availability Statement: The data have been

deposited at the Mendeley Data repository (https://

data.mendeley.com) and are accessible under

doi:10.17632/y6sh9yfyjt.1 (computational data)

and doi:10.17632/pfr6765y73.1 (sequence data).

Funding: This work was supported by the grant

100567 from GENCI (Grand équipement national
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the sodium binding mode in eel and human receptors, as prototypes of fish and amniota

receptors. Our results indicate that sodium binding is kinetically slow but thermodynami-

cally stable. Comparison of the sodium binding modes in eel and human receptors reveals

that an unusual mutation in the sodium binding pocket of AT1 is critical for biased signal-

ing of amniota AT1 whereas a mutation in AT2 promotes promiscuity of amniota AT2. In

turn, these data indicate that a few mutations at a strategic position (here the sodium

binding pocket) are an efficient way to gain functional evolution.

Introduction

The renin-angiotensin system (RAS) is an important in vivo regulator of multiple cardiovascu-

lar and renal functions in vertebrates [1–3]. It initiates with the cleavage of the angiotensino-

gen by renin into the decapeptide angiotensin I that is then cleaved by the angiotensin

converting enzyme 1 (ACE1) into the octapeptide angiotensin II (AngII). AngII is subse-

quently cleaved into angiotensin 1–7 (Ang1-7) by the angiotensin converting enzyme 2

(ACE2). A variety of other angiotensin derivatives are produced by diverse enzymes. The RAS

system is composed of two axes. In the “classical” axis, AngII binds the type 1 AngII receptor

(AT1) to induce most known effects of AngII, including vasoconstriction and increased blood

pressure, anti-natriuresis, hypertrophy, fibrosis and inflammation [4,5]. Dysregulation of this

axis promotes cardiac and vascular damages and AT1 blockers are widely used to fight hyper-

tension. The “counter-regulatory” axis involves the type 2 AngII receptor (AT2) and the MAS

receptor, through AngII (AT2) and Ang1-7 (AT2, MAS). These receptors promote vasodila-

tion, natriuresis, anti-inflammation, anti-fibrosis, and anti-proliferative responses that coun-

terbalance AT1 effects [3,6,7].

AT1 and AT2 are two G protein-coupled receptors (GPCRs) from class A that share 30%

sequence identity and similar affinity for AngII but have very different properties, expression

profiles and functions [4]. AT1 is expressed in all organs. When it is stimulated by AngII, it

activates both G proteins and β-arrestins. A variety of AT1 ligands induce biased signaling

with preferential activation of G proteins or β-arrestins [8,9]. AT2 is widely expressed during

development whereas, in the adult life, it is expressed only in a few organs, except in pathologi-

cal conditions where its expression is up-regulated [5,10,11]. Direct AT2 activation of the con-

ventional GPCR effectors (G proteins and β-arrestins) remains controversial and the primary

signaling pathways involved in AT2 signaling are unknown [12–14]. A better knowledge of

these pathways is important as stimulation of AT2 in pathological situations might be an inter-

esting alternative to the blockade of AT1 [10].

Several structures of AT1 [15–18] and AT2 [19–21] in complex with different ligands have

been resolved. AT1 has been crystallized in both inactive and active states. AT2 has been crys-

tallized in active states only, which supports the hypothesis of a “relaxed” conformation that

would be prone to activation [22]. Comparison of the active structures of AT1 in complex with

AngII and biased agonists provides clues to the biased responses of AT1 [16] that match those

observed in large-scale molecular dynamics simulations [23]. Briefly, two conformations of the

active state are differentially stabilized by β-arrestin-biased, balanced, and G protein-biased

ligands. Two asparagine residues located at positions 3.35 and 7.46 (Ballesteros’ numbering

[24]) play a key role in this mechanism. The inward/outward orientation of N3.35 acts as an

allosteric switch between the balanced canonical and the β-arrestin-biased alternative confor-

mations, whereas reorganization of the N7.46 H-bonding pattern helps transmit the
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information to the intracellular side [16,23]. These two residues are located at an allosteric

sodium binding site that is highly conserved among class A GPCRs.

Sodium binding is an essential element of receptor activation in most class A GPCRs. It acts

as a negative allosteric regulator, by stabilizing the inactive structure, and might be involved in

the activation mechanism [25,26]. Sodium coordination involves a strictly conserved aspartic

acid at position 2.50 and polar residues at positions 3.35, 3.39, 7.45, 7.46, or 7.49. An aspara-

gine at position 3.35 is frequent in GPCRs, whereas an asparagine at position 7.46 is unusual

[25,27]. In the inactive structures of human AT1, N7.46 is H-bonded to N3.35 [17,18]. It was

suggested that the N7.46 pattern might prevent sodium binding while stabilizing the inactive

structure by interacting with N3.35 [16]. By contrast, human AT2 has a conventional sodium

binding site, with the N3.35 and S7.46 patterns.

Since residues from the sodium pocket have a functionally important role in AT1 activa-

tion, a better knowledge of the history of this site is mandatory to understand the role of this

unusual sodium pocket, not only in the activation mechanism of AT1, but also in the balance

between AT1 and AT2 activation. This prompted us to analyze the evolutionary information

contained in the extend sequences of both AT1 and AT2.

The evolutionary approach revealed a mirror evolution of AT1 and AT2. Both AT1 and

AT2 are split in two clades that separate fish from terrestrial receptors. Mutations of residues

at, or close to, the sodium binding site occurred specifically in amniota receptors. In particular,

the N7.46 pattern in AT1 is an innovation of amniota. To understand the effects of the

observed mutations, we carried out molecular dynamics (MD) simulations and electrostatics

computations to determine (1) the sodium ingress pathway to the canonical binding site in

AT1 and (2) the characteristics of the sodium binding mode in AT1 and AT2 receptors from

humans and eels. The mutations specific of amniota AT1 and AT2 receptors have physiologi-

cal consequences for the regulation of the renin-angiotensin system that will be discussed.

Results

Molecular evolution of the angiotensin II receptors

Data mining from Uniprot (see Methods) provided a set of 318 “clean” sequences of AngII

receptors. Based on a preliminary tree, the sequences were assigned to either the AT1 or AT2

sub-family (203 and 115 members, respectively). These receptors presented strong sequence

biases. Only 28% of AT1 pairs and 51% of AT2 pairs had a sequence identity lower than 50%

(Fig 1A). To obtain a non-redundant set of vertebrate receptors, we clustered the 318

sequences using the NRDB program [28], with a threshold of 90% sequence identity. We

obtained a total of 75 clusters: 37 clusters for the AT1 sequences and 38 clusters for the AT2

sequences. The 120 AT1 and 68 AT2 sequences from mammalians clustered into 3 and 5

groups, respectively. The clusters containing human AT1 and AT2 included 115 and 39

sequences, respectively.

We selected a representative sequence from each cluster, based on sequence and genome

qualities, to obtain a non-redundant (NR) sequence set. In this set, 51% and 74% of, respec-

tively, AT1 and AT2 pairs had less than 50% identity (Fig 1A). Using the aligned sequences of

the NR set, we built a Neighbour Joining phylogenic tree of the AngII receptors. Starting from

a single AngII receptor more closely related to AT1 in jawless fish (lamprey), duplication in an

ancestor of jawed fishes led to an almost symmetrical evolution of the AT1 and AT2 receptors,

hinting at their complementary role in RAS control (Fig 1B). Each AT1 and AT2 sub-tree pos-

sesses two major clades: one for fishes and one for terrestrial animals. There are two exceptions

to this pattern: (1) The coelacanth AT1 and AT2 sequences are clearly part of the “terrestrial”

clades, in the vicinity of the batracian sequences. Their position is consistent with the
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Fig 1. Evolution of the angiotensin II receptors. (A) Cumulative distribution function of the pairwise identities for AT1 (top) and AT2

(bottom), in the Uniprot sets (grey lines) and in the non-redundant sets (blue lines); (B) Neighbor-joining tree of the non-redundant set of

AT1 and AT2 receptors (500 bootstraps). The boostrap values in percent are indicated for main branches. The color code of the tree branches

refers to the phylum (jawless fish: dark blue, bony fish: cyan, holostean fish: light cyan, cartilaginous fish: slate, coelacanth: deepteal,
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coelacanth status of “living fossil”, in an intermediary position in the tree of life; (2) Only AT1

sequences are present in available cartilaginous fish genomes (rays, sharks), as detailed in

Methods. These sequences are closer to terrestrial than to fish sequences. Interestingly, this fea-

ture was observed for the full genome of sharks [29].

Human AT1 possesses an unusual sequence pattern (N7.46) at the canonical sodium bind-

ing site. To determine when this pattern emerged, we analyzed the residues lining the sodium

binding site [25,26]. After verifying that all the sequences from each cluster presented the same

pattern, we reported key positions on the phylogenetic tree (Fig 1B). Most residues are highly

conserved between and within the AT1 and AT2 sets (Fig 1C). In particular, residues usually

involved in sodium coordination (D2.50, N3.35, S3.39 and N7.45) are highly conserved. A dif-

ference is observed at position 3.43 with Leu and Ile for AT1 and AT2, respectively. In both

sets, the position 2.49 differentiates fish (S2.49) from terrestrial (A2.49) receptors (Fig 1B and

1C). The C2.47 pattern is present only in some AT2 sequences from fishes. Noteworthy, as

observed in most GPCRs, a serine residue at position 7.46 is present in most AT1 and AT2

receptors (Fig 1B). An Asn residue at this position is observed only in amniota (reptilians,

birds, and mammals). This indicates that this specificity of AT1 has been acquired during the

transition from an aqueous to a terrestrial environment.

A “canonical” sodium binding site with two Asn residues at positions 3.35 and 7.45 and

two Ser residues at positions 3.39 and 7.46 is thus observed in AT2 receptors from any species

and in AT1 receptors from fishes and some amphibians (Neobatracia clade). The N7.46 pat-

tern is observed specifically in amniota whereas other coordinating residues are conserved.

Notably, a N3.35T mutation of the residue facing S7.46 is observed in the coelacanth and

batracians from the pipoidea clade (Xenopus), suggesting that evolution might have led to dif-

ferent solutions for a similar problem.

Properties of D2.50 in AT1 and AT2

The deprotonation of D2.50 is a key element of sodium binding to GPCRs. We thus wondered

whether the mutations in the sodium binding site of AT1 and AT2 could alter the pKa of

D2.50. To answer this question, we selected AT1 and AT2 from Anguilla japonica (eel) as pro-

totypes of the fish receptors. The receptors were modeled from the crystallographic structures

of human AT1 and AT2 (see Methods). We computed the pKa of D2.50 in AT1 and AT2 from

humans (AT1h, AT2h) and eels (AT1e, AT2e) and in the human AT1 variant with the N7.46S

mutation (AT1m). The pKa of D2.50 in the δ opioid receptor (OPRD) and in the chemokine

receptor CXCR4 were also computed as controls. To calculate pKas, we used the DelphiPKa

program with the model of Gaussian representation of atomic densities proposed by Alexov

and coworkers [30–32]. This representation yields a smooth Gaussian-based dielectric func-

tion without defining a molecular surface. Electrostatic computations depend on two parame-

ters: the width of the Gaussian function, σ, and the protein dielectric value, εin. We compared

a wide range of parameters (σ varying from 0.5 to 1, εin varying from 2 to 10) for AT1h and

OPRD in search of pairs compatible with sodium binding to OPRD (see Methods). Each pair

of parameters led to similar pKa values for AT1 and OPRD (S1 Fig), indicating that D2.50 has

the same protonation state in both receptors. Noteworthy, sodium binding to OPRD is not

batrachian: green, reptilian: grey, bird: orange, mammal: purple). The external labels indicate mutations in the sodium binding site as

compared to the canonical sodium binding site characterized by N3.35, S3.39 and S7.46 (N7.46: stars, T3.35: open triangles, T3.39: open

squares). The internal labels indicate the residues at positions 2.49 and 3.38 (A2.49: open circle, S2.49/T3.38: black circle, S2.49/S3.38: dark

grey circle, S2.49/A3.38: light grey circle). The circular arcs indicate the residue at position 3.36 (black: M3.36, dark blue: V3.36, light blue:

I3.36, no arc: L3.36); (C) Sequence logo plots of the sodium binding site in the NR set of AT1 and AT2. For these plots, all the residues lining

up the sodium binding site were taken into account [23]. The arrows highlight the mutations at positions 2.49 and 7.46.

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g001
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compatible with the default values for internal groups in a hydrophobic environment (σ = 0.9,

εin = 4), which lead to neutral pKa (7.3 ± 1.0), but supports the default values for external

groups at protein surface (σ = 0.7, εin = 8), which lead to a pKa of 4.1 ± 0. These latter parame-

ters are consistent with the location of D2.50 facing a water filled cavity. Using these parame-

ters, we obtained similar values for the pKa of D2.50 in AT1 and AT2 from both humans and

eels and in the AT1m variant (Fig 2A). This indicates that the presence of N7.46 in the sodium

binding site does not alter the physico-chemical properties of D2.50 in human AT1. Notably,

we observed a significant decrease in the pKa of D2.50 in CXCR4 due to the presence of a histi-

dine at position 7.45. As a consequence of the pKa of about 4 for D2.50 in AT1h, the sodium

pocket has a negative electrostatic potential (Fig 2B) and should bind a sodium ion in case this

one reaches the allosteric site.

Sodium ingress pathway

These findings prompted us to initiate a kinetics study to determine whether the sodium ion

could reach the allosteric site. We modeled AT1h without sodium and embedded the receptor

into a hydrated POPC bilayer, in the presence of NaCl, both on the extracellular and

Fig 2. Electrostatic properties of AT1 and AT2. (A) pKas of residue D2.50 in AT1 and AT2 receptors and in the AT1m variant.

The pKas of D2.50 in CXCR4 and OPRD are given for comparative purpose; (B) Electrostatic potential of the AT1h internal cavities

(side view). The conserved charged side chains interacting with AngII (R4.64, K5.42, D6.58 and D7.32) and D2.50 are shown as

sticks; (C) Electrostatic potential of the extracellular surface of AT1h (top view). The surfaces are colored from red (-1eV) to blue

(+1eV).

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g002
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intracellular water layers. These conditions allow testing the possibility of ingress from either

the extracellular or the intracellular side, since both pathways have been observed [33]. We

used CXCR4 and OPRD as controls. We did observe fast sodium binding, from the extracellu-

lar side, within 10 and 100 ns of classical MD simulations for, respectively, CXCR4 and OPRD,

in the presence of 0.15M NaCl (S2 Fig). These data are consistent with previous observations

by others [33]. Binding of a sodium ion to AT1h was not as easy and the same conditions

(0.15M NaCl, classical MD simulations) failed for AT1h on the sub-microsecond timescale.

Since our aim was the feasibility of sodium binding and not the details of the sodium entrance

that might necessitate tens of microseconds [33], we used “harsh” conditions, by combining

high sodium concentration (1M NaCl) and accelerated MD simulations (see Methods), in an

attempt to speed up the kinetics.

After a 120 ns long classical MD step, we initiated acceleration. Under these conditions, we

could observe the ingress of a sodium ion into the receptor internal cavity, and its pathway

towards the allosteric pocket (Fig 3A and 3B). This step was completed in less than 10 ns of

accelerated simulations and was followed by the desolvation of the ion from 5–6 to 2–3 water

molecules in the first shell. After desolvation, the sodium ion was coordinated mainly to the

D2.50 OD1 and OD2 atoms and to the N7.46 OD1 atom (Fig 3C), as observed under steady-

state conditions (see below).

Fig 3. Kinetics of sodium binding to AT1h. (A) Trajectory of the sodium ion reaching the canonical binding site in AT1h, measured by the

distance between the sodium ion and the CG atom of D2.50. The arrow indicates the beginning of the accelerated MD simulations after 120 ns

of classical MD simulation. The insert represents the number of water molecules in the first coordination shell of the sodium ion from the

beginning of the acceleration; (B) Equidistant snapshots of the sodium pathway to the canonical sodium binding site, superposed on the ribbon

representation of AT1h (white). The snapshots were extracted every 8 ps, from 1.7 ns to 4.8 ns after the beginning of the acceleration. The

rainbow color from blue to red indicates the time. The volumetric map in light blue indicates the volume occupied by the ion during its

pathway to the allosteric site. Side chains of D2.50, N3.35 and N7.46 are shown as sticks; (C) Coordination of the sodium ion with protein atoms

after desolvation (data are indicated as average ± standard deviations of three slots in the 20–220 ns range of the aMD trajectory).

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g003
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To understand the slow kinetics of sodium ingress, we analyzed the electrostatic potential

of the receptor. The extracellular surface of AT1h displayed a complex electrostatic pattern

whereas the orthosteric internal cavity was highly dipolar (Fig 2B and 2C). This polarity is due

to strictly conserved positive (K5.42 and R4.64) and negative (D6.58 and D7.32) residues that

interact with, respectively, the negative carboxyl terminal group and the positive Arg2 side

chain of AngII in both AT1 [16] and AT2 [19]. Consequently, the sodium ion ingress is hin-

dered by the strong electrostatic barrier due to K5.42 and R4.64, but remains possible. Similar

electrostatic potentials (S3 Fig) were observed in AT1 and AT2 from both eels and humans,

and in the AT1m variant for which sodium binding has been evidenced experimentally [34].

Noteworthy, the fast sodium ingress in CXCR4 and OPRD correlates with the negative poten-

tial of their extracellular cavity (S3 Fig).

Sodium binding mode in the human AT1 and AT2 receptors

We carried out MD simulations of the human AT1 and AT2 receptors modeled in the inactive

state, with a sodium ion located at the canonical site. In both models, N3.35 was initially ori-

ented inward, facing the sodium site, in the trans orientation, as observed in the inactive struc-

tures of AT1 [17,18]. In Fig 4, we show typical trajectories and analyses for AT1h and AT2h.

We monitored sodium motion within its binding site, the RMSD of the ion from its initial

position, the distances to the putative protein ligands, the orientation of N3.35, and corre-

sponding histograms (Fig 4A–4D). Based on distance distributions, the threshold for interac-

tion was set at 2.8 Å.

In AT1h (Fig 4, left panels), the initial position of the sodium ion near N3.35 was not stable

and the sodium rapidly moved by about 3 Å towards a position in the vicinity of D2.50 and

N7.46. In this position, the sodium ion interacted with the OD1 and OD2 atoms of D2.50 and

the OD1 atom of N7.46. From this position, the sodium ion transitorily escaped to interact

with N3.35, N3.39, N7.45, or N7.49. These interactions were similar to those observed for the

sodium ion that reached the allosteric site from the extracellular compartment (Fig 3C). The

interactions depended on both the sodium position and the dihedral orientation of the side

chains. As examples, the snapshots in Fig 4E show that transient interactions of the ion with

N3.35 occurred only when the chi1 and chi2 dihedral angles of N3.35 were, respectively, in the

trans and g+ conformations.

In addition to interacting with protein atoms, the sodium ion also interacted with neigh-

bour water molecules to complete the first coordination shell. These water molecules bridged

the sodium ion to either electronegative atoms of the sodium cavity or to other water mole-

cules to form a second coordination shell. A typical snapshot of sodium coordination in AT1h

is shown in Fig 5A. The sodium ion directly interacted with the D2.50 OD1, D2.50 OD2, and

N7.46 OD1 atoms and with three water molecules. N3.35 did not interact directly with the

sodium ion, but through a water molecule, thus contributing to the second coordination shell.

The sodium trajectory was markedly different in AT2h (Fig 4, right panels). Initially, the

sodium ion remained near the modeling position (1–2 Å) where it interacted with the D2.50

OD1, N3.35 OD1, and S3.39 OG atoms. However, after about 120 ns, N3.35 underwent an out-

ward rotamerization, modifying the sodium binding cavity (Fig 4A). The sodium moved up to

4–5 Å from the initial position, first towards N7.49 (coordination with N7.49 and D2.50) and

then back towards S3.39 in a position where it was coordinated mainly to the D2.50 OD1 atom

and, intermittently, to the S3.39 OG atom. Sodium coordination was completed by water. The

snapshot in Fig 5B, extracted after the outward rotamerization of N3.35, shows the sodium ion

coordinated to the D2.50 OD1 atom and four water molecules.
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Fig 4. Sodium coordination in representative trajectories of AT1h (left) and AT2h (right). (A) Positioning of the sodium ion as

a function of time (from blue to red), during a 280 ns long trajectory, superposed on the receptor initial conformation (white
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Evolution of the sodium binding mode

To decipher the consequences of the mutations observed in the sodium binding site during

the evolution of the AT1 and AT2 receptors, we analyzed the coordination of the sodium ion

in a variety of AT1 and AT2 receptors. In addition to human receptors, we investigated AT1

and AT2 from eels, as prototypes of fish receptors, three variants and OPRD. The N7.46S

mutation in AT1h (AT1m) reversed the evolutionary observed S7.46N mutation. In the chime-

ric AT1h variant (AT1c), a fragment of transmembrane helix 3 (TM3), from position 3.25 to

3.40, was replaced by the equivalent sequence of AT2h. The AT1c variant has a constitutive

activity not observed for AT1 [35]. The S2.49A AT1e variant aimed at analyzing the impor-

tance of S2.49 in the sodium binding mode of eel receptors. Finally, OPRD was chosen for

comparative purposes because its sodium cavity is similar to AT1 and AT2 and its sodium

binding mode has been studied [26,36]. The residues lining the sodium cavity of these recep-

tors are reported in Fig 6A.

As previously, in all the initial models, the sodium ion was positioned near D2.50 and

N3.35, as observed in the crystal structure of OPRD, and N3.35 was oriented inward. All the

simulations were replicated at least 3 times starting from the same construct. AT1h and AT2h

were replicated 6 times from two constructs (see Methods). In all the simulations, the receptors

were stable during the trajectory (S4 Fig). The RMSD deviations of the TM helices increased

up to around 2 Å at the beginning of the simulations and then reached a plateau after 20–40 ns

of simulations. High RMSF were observed for loops whereas TM helices were stable, especially

on the intracellular side. The distance between TM3 and TM6, which is the main marker of

receptor activation, ranged between 6 and 8 Å, indicating stable inactive structures.

The RMSD of the sodium ion revealed differences, both within and between simulations

sets (S5 Fig). Highest RMSD were observed for AT1h and AT1c (3.2 ± 0.9 Å and 2.8 ± 1.1 Å,

respectively), the two receptors with an Asn residue at position 7.46. For AT2h, the RMSD

increased after outward motion of N3.35 as observed in Fig 4 (2.6 ± 1.1 Å). The RMSDs of the

sodium ion in the other receptors were� 2 ± 1 Å. In individual runs, the sodium position fluc-

tuated by about 1Å, with at least partial overlap between runs of the same receptor (S5 Fig).

The only exception was observed for AT2e with two narrow sub-sites (RMSD around 0.5 Å)

that did not interconvert during the simulations.

Analysis of sodium coordination was based on the distances between the sodium ion, elec-

tronegative protein groups and water oxygens, to determine residues and water molecules con-

tributing to the first and second coordination shells (see Methods). Heatmaps of the distances

between the sodium ion and putative ligands are given for each individual trajectory as S6 Fig.

Because the sodium environment is dynamical with switches of neighbour groups or water

molecules between the first and second shells, we also considered both shells together (“total”

shell). The results are summarized in Fig 6B and 6C.

The average number of coordination to protein ligands in the first shell decreased from

2.8 ± 0.2 for AT1h and AT1c to 2.0 ± 0.3 for AT1e and AT2h, to be compared to 1.6 ± 0.2 for

ribbon and sticks). The initial position of the sodium ion is indicated by a white sphere and an arrow. For AT2h, N3.35 is shown in

both the initial inward and final outward orientations; (B) Root-mean square deviations (RMSD) of the sodium ion, and

histograms of the deviations; (C) Distances of the sodium ion to the putative protein ligands and corresponding histograms; (D)

Dihedral angles of N3.35 and corresponding histograms; (E) Snapshots showing how side chain rotamerization affects sodium

coordination. For AT1, the left snapshot (80 ns) shows interaction of the sodium ion with D2.50 and N7.46. N3.35 is in the trans
chi1 and g- chi2 conformation. The right snapshot (242 ns) shows the interaction of the sodium ion with N3.35 upon the transient

rotamerization of the N3.35 chi2 angle. For AT2, the left snapshot (48 ns) shows N3.35 in the inward, trans orientation and the

sodium ion interacting with D2.50, N3.35, and S3.39. The right snapshot (240 ns) shows N3.35 in the outward, g- orientation and

the sodium ion interacting with D2.50 and N7.45.

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g004
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Fig 5. Snapshots of the sodium binding site in AT1 and AT2. (A) In the AT1h snapshot, the sodium ion is coordinated to the D2.50 OD1 and

OD2 atoms, to the N7.46 OD1 atom, and to three water molecules; (B) In the AT2h snapshot, the sodium ion is coordinated to the D2.50 OD1 atom

and to four water molecules. N3.35 is in the outward orientation; (C) In the AT1c snapshot, the sodium ion is coordinated to the D2.50 OD2 and

N7.46 OD1 atoms, and to three water molecules; (D) In the AT1m snapshot, the sodium ion is coordinated to the D2.50 OD1, N3.35 OD1, and

S3.39 OG atoms, and to two water molecules; (E) In the AT1e snapshot, the sodium ion is coordinated to the D2.50 OD2 and S3.39 OG atoms, and

to three water molecules. The dash lines indicate the H-bonds linking the N3.35 ND2, S3.39 OG, T3.38 OG1, and F3.31 O atoms; (F) In the AT2e

snapshot, the sodium ion is coordinated to the S3.39 OG atom and to five water molecules. N3.35 is in the g+ orientation (chi1 = 87˚). D2.50 is in

the second shell. In (A-F), the sodium ion is shown as a yellow sphere. Water molecules participating to the first coordination shell are shown as red

spheres. Other water molecules within 6 Å from the sodium ion are shown as pink spheres.

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g005
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Fig 6. Coordination of the sodium ion in AT1 and AT2 receptors. (A) Residues lining the sodium binding cavity and neighbour

positions 3.36 and 3.38 in the receptors under scrutiny; (B) Number of coordination of the sodium ion to protein ligands (top) and water

molecules (bottom) in the first shell, in the second shell, and in either shell; (C) Average occupancy of the protein ligands in the first shell

(top) and in either the first or the second shell (bottom); (D) Distribution of the chi1 dihedral angle of N3.35 observed during the
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OPRD (Fig 6B). The first shell was completed by two to five water molecules. This variability is

exemplified in Fig 5 where the number of water molecules in the first shell is 2 for AT1m, 3 for

AT1h, AT1e, and AT1c, 4 for AT2h, and 5 for AT2e. The average number of water molecules

in the first shell varied from 3.0 ± 0.2 for AT1h to 3.4 ± 0.3 for AT2h and 3.8 ± 0.2 for OPRD.

The second shell included around three protein ligands and two water molecules without sig-

nificant differences between the receptors under scrutiny (Fig 6B). When both shells were

taken into consideration, the total number of coordination to protein groups ranged from

5.7 ± 0.4 for AT1h to 5.0 ± 0.2 for AT2h and 4.8 ± 0.4 for OPRD. In any case, four to six water

molecules were included in either the first or the second shell, indicating that the presence of

an Asn residue at position 7.46 does not significantly reduce the size of the allosteric site or the

number of water molecules in the environment of D2.50.

The occupancy rate of the putative ligands is reported in Fig 6C and highlights the specifici-

ties of the sodium binding mode in each receptor. Representative snapshots illustrating the

variety of sodium coordination are reported in Fig 5.

Both in the AT1h receptor and in the AT1c variant, the sodium ion interacted preferentially

with D2.50 (two coordinations) and N7.46 (Fig 6C). In both cases, N3.35 remained in the

trans orientation (S7 Fig) and, along with S3.39, it participated in the second coordination

shell (Fig 6C). A different binding mode was observed for the AT1m variant. In this case, the

sodium ion interacted preferentially with the D2.50 OD1, N3.35 OD1, and S3.39 OG atoms.

This is similar to the binding mode in the AT2h receptor with inward orientation of N3.35

(Fig 4) and corresponds to the binding mode observed in the crystal structure of OPRD [36].

The AT1e receptor has the same S7.46 pattern as the N7.46S variant but presented a differ-

ent binding mode, with no coordination to N3.35 in the first shell. In this receptor, a network

of polar interactions involving N3.35, D2.50, S2.49, and T3.38 stabilized the position of the

N3.35 OD1 atom at about 4 Å of the sodium ion (Fig 5E). Thus, N3.35 did not participate in

the first coordination shell but was part of the second shell. In the AT1em variant with an ala-

nine at position 2.49, direct coordination of the sodium ion to N3.35 was restored (Fig 6C).

The AT2e receptor presented unique features among receptors with two narrow sub-sites

(S5 Fig). In sub-site 1 (replicas 1 and 3), the sodium interacted preferentially with the D2.50

OD1, N3.35 OD1, and S3.39 OG atoms (occupancy of 80 ± 5%, 56 ± 1%, and 95 ± 4%, respec-

tively). Additional coordination to the S2.49 OG or the D2.50 OD2 atom was also possible.

Sub-site 2 (replica 2) was highly unusual with N3.35 in the g+ orientation, pointing towards

W6.48 (Fig 5F). The sodium ion interacted directly with S3.39 only. It also interacted through

water molecules with the S2.49 OG, D2.50 OD1 and OD2, N3.35 OD1, W6.48 NE1, and N7.45

OD1 atoms (occupancy of 60, 89, 86, 87, 44, and 54%, respectively).

In OPRD, the interaction of the sodium ion observed in the sodium structure with N3.35

[36] was lost during the MD simulations, due to N3.35 rotamerization, as observed by Filizola

et co-workers [37]. In particular, the outward rotation of N3.35 in OPRD was observed in the

three runs that have been carried out (S7 Fig). This behaviour was similar to AT2h for which

the outward rotation of N3.35 was observed in five out of the six AT2h replicas (S7 Fig).

Sodium binding in OPRD was dominated by interactions with S3.39 and, to a lesser extent,

with D2.50.

simulations; (E) Occupancy of the H-bonds stabilizing the sodium binding site. For N3.35 H-bonds, only frames with inward N3.35 were

taken into account. In (B-E), the error bars represent standard error of the mean among replica. The receptors are indicated by the

following color code: AT1h: light blue, AT1c: middle blue, AT1m: dark blue, AT1e: deepteal, AT1em: cyan; AT2e: yellow, AT1h: orange,

OPRD: grey.

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g006
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Stability of the sodium binding site through H-bonds

The H-bonds between the polar residues of the sodium binding site contribute to the stability

of the receptor. With this regard, comparison of the H-bonding pattern of human AT1 in the

presence and absence of sodium is essential to understand the role of the sodium ion in AT1

regulation. Thus, we carried out MD simulations of AT1h in the absence of sodium to deter-

mine whether the H-bonding pattern observed between N3.35 and N7.46 in the crystal struc-

tures of inactive AT1 [17,18] could stabilize the structure of the sodium-free apo receptor,

under dynamical conditions.

We compared the H-bonds involving positions 3.35 and 7.46 in the receptors under scru-

tiny. As previously pointed out, N3.35 can undergo an outward rotamerization. In this latter

orientation, it cannot interact with residues from the sodium binding site (Fig 5B). Thus we

monitored the chi1 angle of N3.35 in all the simulations (S7 Fig) and analyzed the N3.35 H-

bonding pattern in the inward orientation only.

A summary of the orientation of N3.35 during the simulations is reported in Fig 6D. In

four receptors, AT1h, AT1c, AT1e, and AT2e, we did not observe outward rotamerization of

N3.35. N3.35 remained oriented inward, mainly in the trans conformation. A high propensity

of N3.35 for the outward orientation was observed only in AT2h and OPRD. In addition, an

outward rotamerisation was observed in (1) one out of five trajectories of the AT1m variant

after 150 ns and (2) one out of three trajectories of the AT1em variant after 220 ns. The g+ con-

formation, where N3.35 points towards W6.48, was transiently observed in several trajectories,

but, in the presence of sodium, was stable only in the AT2e receptor (S7 Fig). Finally, the simu-

lations of AT1h in the absence of bound sodium revealed a variety of orientations for N3.35. A

stable g+ orientation was observed in the first replica, an outward g- reorientation was

observed after 40 ns in the second replica, whereas the third replica presented a stable trans
conformation (Figs 6D and S7).

In the next step, we analyzed the H-bonding pattern of N3.35 in the inward orientation

only, to determine whether the outward rotamerization was a consequence of impaired H-

bonds (Fig 6E). Most contributions came from D2.50. However, when a serine was present at

position 2.49, it contributed significantly to additional H-bonds. The highest total scores were

larger than 100% (on average, the side chain of N3.35 was involved in at least one H-bond).

They were obtained for AT1h, AT1c and AT1e that have either the N7.46 or the S2.49 pattern.

The N7.46S mutation in AT1h induced a decrease in the H-bonding pattern of N3.35 from a

total of 109 ± 12% to a total of 64 ± 42% (for four out of five AT1m trajectories, the total was

52 ± 11%). In AT1e, the S2.49A mutation also induced a strong decrease in the H-bonds

involving N3.35 from 110 ± 21% to 62 ± 21%. Finally, in the absence of sodium, there was a

collapse in the H-bonds involving N3.35 from 109 ± 12% to 32 ± 2%. This indicates that both
the sodium ion and N7.46 are necessary to stabilize the inward orientation of N3.35 in the

AT1h receptor.

As observed for AT1e, in AT2e, S2.49 was also involved in H-bonds with N3.35 (Fig 6E).

However, the results were an average of two different cases. In sub-site 1, N3.35 was strongly

involved in H-bond interactions with D2.50 and S2.49 (total occupancy of 95 ± 23%). In sub-

site 2 (Fig 5F), the occupancy of these H-bonds was low (23%). In AT2h, the total H-bond

occupancy of inward N3.35 averaged at 73 ± 32%, which is similar to AT2e and AT1m but

contrasts with OPRD (Fig 6E). This indicates that the strong propensity of N3.35 for the out-

ward orientation in AT2h is not related to the absence of H-bonds in the inward orientation.

The presence of a methionine at the neighbour position 3.36 was proposed to destabilize AT2h

[20]. To support this assumption, in one of the AT2h trajectories, we did observe a bump

between M3.36 and W6.48, just preceding the outward rotamerization of N3.35 (S8 Fig).
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To summarize the H-bonding pattern of N3.35 observed in the AT1 and AT2 receptors, the

inward orientation of N3.35 was always stabilized by H-bond interactions, although at various

extents. Thus, in each of the receptors, the collapse of these H-bonds upon the outward rota-

merization of N3.35 should destabilize the receptor structure and favour activation, as

observed for CXCR4 [38].

For position 7.46, we aimed at comparing the changes in the H-bonding patterns due to the

S7.46N mutation. We thus took into account the entire trajectories. H-bonds between residue

N7.46 and N3.35 were marginal in all the simulations, except in one AT1c trajectory. This was

also the case for AT1h in the absence of sodium. In this latter case, N7.46 was involved only in

H-bonds with D2.50 (30 ± 21%). In the receptors with a serine at position 7.46, this residue

was involved in H-bonds with D2.50 (> 90% for AT1m, AT2h and OPRD; > 60% for AT1e,

AT1em and AT2e). At least for AT1m, these additional H-bonds do not compensate the detri-

mental effect of the N7.46S mutation on the H-bonding pattern of N3.35 [34]. A hypothesis

for this marginal effect might be maintained H-bonds between S7.46 and D2.50 in the active

state, as observed in the 5UNF and 5UNG AT2h structures.

Stability of the sodium binding site through electrostatic interactions

We computed the electrostatic component of the binding free energy of the sodium ion to the

different receptors using Delphi. Electrostatic computations were carried out as described in

Methods on representative snapshots from MD simulations (every 8 ns of each trajectory).

This procedure allows not only an estimate of the average electrostatic free energy but also of

its variability within the allosteric cavity during the simulations.

Fig 7A reports boxplots of the electrostatic free energy of sodium binding to the receptors

under scrutiny. The medians ranged from -3.0 ± 0.2 kT for AT1h to -2.2 ± 0.3 kT for AT2h

but extreme values could reach -1 or -4 kT. The averages were similar to the medians (from

2.9 ± 0.4 for AT1h to 2.2 ± 0.5 for AT2h). For a deeper insight into the variability of the results,

for each trajectory, we reported the average free energy of binding as a function of the average

number of coordination of the sodium ion to protein ligands in the first shell. As seen in Fig

7B, these parameters were linearly correlated with a coefficient of determination R2 of 0.90.

We also considered the total number of coordination in both the first and second shells. How-

ever, in this latter case, the correlation was modest (R2 equal to 0.32).

In most cases, replicas of the same receptors led to similar number of coordination and

free energy of binding. The only exception was observed for AT2e. Sub-site 1 displayed

high electrostatic free energy of binding (around -3 kT). Sub-site 2 displayed low electro-

static free energy of binding (1.8 kT). These findings reinforced observations based on the

N3.35 H-bonding pattern. Nevertheless, the water-mediated H-bonding pattern in sub-site

2 (Fig 5F) was strong enough to maintain this conformation during the 280 ns of the

simulations.

The detailed analysis of the distribution of the binding free energy and the resulting cumu-

lative index (Fig 7C and 7D) revealed significant differences between some of the receptors. In

particular, for AT1, the electrostatic free energy of sodium binding decreased in the following

order: AT1h> AT1m> AT1e > OPRD. For AT2, the electrostatic component of the free

energy of sodium binding decreased in the following order: AT2e > AT2h�OPRD. This

order was still more marked when only the high affinity site of AT2e was taken into account

(AT2e� in Fig 7D).

The electrostatic component is only a part of the total free energy of sodium binding. This

one includes components from the reorganization of the receptor and of water, which are

exemplified by, respectively, the H-bonding network of N3.35 induced by sodium (Fig 6E) and
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by the desolvation of the sodium ion observed during the kinetics simulations (Fig 3A). These

components should have important entropic contributions. Nevertheless, in spite of inherent

limits, the estimate of the electrostatic free energy of sodium binding to AT1 and AT2 yields

values that are consistent with OPRD.

Fig 7. Electrostatic free energy of binding. (A) Boxplots of the electrostatic free energy of sodium binding. The white lines indicate the

median. The top and bottom boxes indicate the second and third quartiles, respectively. The winkles indicate the maximal and minimal

values; (B) Dependence of the electrostatic free energy of binding on the number of coordination to protein ligands in the first shell. The

dots represent individual trajectories; (C) Distributions of the electrostatic free energy of sodium binding to AT1 receptors (top) and to AT2

receptors and OPRD (bottom); (D) Cumulative index of the electrostatic free energy of sodium binding to AT1 (top) and to AT2 receptors

(bottom). OPRD (grey diamonds) is shown for comparative purpose. The receptors are indicated by the following color code: AT1h: light

blue, AT1c: middle blue, AT1m: dark blue, AT1e: deepteal, AT1em: cyan; AT2e: yellow, AT1h: orange, OPRD: grey. In (A, C, D), the data

take into account all the replica of each receptor, except for the open yellow diamonds in (D) corresponding to the high affinity sub-site

(replicas 1 and 3) of AT2e (AT2�).

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732.g007
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Discussion

Most class A GPCRs possess a highly conserved sodium binding site. The best known effect of

sodium is its role as a negative allosteric modulator (NAM), with a strong stabilization of the

inactive state. However, the role of the sodium ion is not limited to this “classical” NAM effect.

Presence of sodium has dual effects on both reduced basal signaling and increased receptor

stimulation by full agonists (reviewed in [26]). Some MD studies observed a transfer of a

sodium ion through the membrane during receptor activation, due to the intracellular egress

of the sodium upon activation [39]. Coupling of the sodium transfer from the extracellular to

the intracellular side of the membrane is likely to make GPCRs sensitive to the electrostatic

potential of the membrane [40,41]. Finally, mutations at the sodium binding site can induce

biased or impaired signaling, suggesting a role as an allosteric cofactor of class A GPCR signal-

ing [26].

In view of the putative sodium functions and of the role of residues within the sodium bind-

ing site of AT1 in the allosteric control of biased signaling [16,23], the question of sodium

binding to the AT1 receptor is of primary importance to understand the activation mechanism

of this receptor. To answer this question, we first deciphered the evolutionary history of the

AT1 and AT2 receptors, with special focus on the sodium binding site (Fig 1). While the

sodium site in AT2 was maintained through evolution with few exceptions (Fig 1), the sodium

site of AT1 underwent an unusual S7.46N mutation during the transition to the terrestrial life,

suggesting that sodium binding might be impaired [16].

Arguments against maintained sodium binding to human AT1 rely on the absence of sig-

nificant negative allosteric effects of sodium on receptor basal activity [34] and agonist affinity

[16,18]. However, as detailed in a recent review [26], classical NAM effects on agonist binding

have not been observed for at least one receptor (the β1 adrenergic receptor) whose sodium-

bound structure has been resolved. Reversely, absence of sodium in crystallographic structures

of putative sodium binding receptors is frequent.

Arguments supporting maintained sodium binding to human AT1 rely on several lines of

evidence:

1. The N7.46S AT1h variant displays a constitutive activity at low but not at high sodium con-

centration. Such a behavior is usually interpreted as strong evidence for the stabilization of

the inactive state by sodium binding [26].

2. The pKas of the D2.50 residue in AT1 and AT2 receptors from humans and eels are similar

to those computed for OPRD (around 4, see Fig 2A). Consequently, for all the receptors

under scrutiny, D2.50 should be negatively charged at neutral pH. The sodium cavity is

large enough to contain at least four or five water molecules (Figs 5 and 6), indicating the

absence of steric hindrance to sodium binding in AT1h.

3. A sodium ion can actually reach its binding site in human AT1 from the extracellular site

(Fig 3). The binding kinetics is very slow as compared to OPRD and CXCR4 (Figs 3 and

S2), due to the positive potential of strictly conserved K5.42 (Fig 2B). The kinetics should be

similarly slow in any AT1 or AT2 receptor, including the N7.46S AT1 variant (S3 Fig). A

consequence of the strongly hindered sodium entrance (low on-rate) is that the sodium dis-

sociation (off-rate) should also be very slow, except upon activation which opens an egress

pathway towards the intracellular side. This suggests that the apparent lack of sodium effect

on AT1h in experimental data might result from kinetics factors.

4. Comparative analysis of the sodium coordination in the different receptors support the

hypothesis of an “efficient” sodium binding mode in AT1h, with 3 interactions with protein
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groups that maintain the ion in the close vicinity of D2.50 (Fig 6). This agrees with the elec-

trostatic free energy of sodium binding around -3 kT for AT1h, significantly higher than

the value measured for OPRD, around - 2kT (Fig 7).

Taken together, these results strongly support the assumption that a functional sodium

binding site has been maintained in AT1 throughout evolution. This is also the case for AT2

whose sodium binding site is similar to OPRD (Figs 6 and 7). However, the sodium binding

modes markedly differ between eels and humans for both AT1 and AT2, in link with hallmark

mutations in the evolution of these receptors during the transition to terrestrial life.

The presence of an asparagine at position 7.46 is a unique feature of amniota AT1. Several

important consequences result from this pattern. The first consequence can be inferred from

the promiscuity of the N7.46S AT1h variant [34]. The N7.46S variant can be activated by

Ang1-7, AngIV, and Ang5-8. Quoting Feng, “The promiscuous agonist specificity displayed

by N295S [. . .] in this study could be disastrous if a similar mutation were to occur in AT1

receptors in nature” [34]. Actually, in nature, this is the reverse mutation which occurred in

amniota (Fig 1B), preventing AT1 induced Gq activation by these peptides.

The second consequence can be inferred from the mechanism of biased signaling of AT1

recently proposed [16,23]. This mechanism relies on the orientation of N3.35 that acts as an

allosteric switch between β-arrestin and G protein signaling. Extensive MD simulations have

shown that the inward orientation of N3.35 yields an “alternative” conformation that prevents

G protein binding, whereas the outward conformation yields the canonical conformation

allowing both G protein and β-arrestin binding. Relative stabilities of the alternative and

canonical conformations were estimated by replica exchange MD simulations. In classical

MD, the conformations were observed sequentially starting from the inward orientation [23].

Thus, the stability of the inward orientation of N3.35 in the inactive state should contribute to

efficient β-arrestin-biased signaling. We show in this study that the N7.46 pattern stabilizes the

inward conformation of N3.35 in inactive AT1, in the presence of sodium (Figs 6D and S7),

The stabilizing role of N7.46 is highlighted by comparing the H-bonding pattern in wild type

AT1h and in the AT1m and AT1c variants (Fig 6E). This is especially remarkable for the AT1c

variant. The H-bonds linking N3.35 to D2.50 maintain the inward orientation in the AT1c

variant on the sub-microsecond timescale in spite of the destabilizing M3.36 pattern (Fig 6D

and 6E).

The properties of eel AT1 cannot be straightforwardly deduced from the N7.46S AT1h vari-

ant. In eel AT1, the inward orientation of N3.35 is stabilized by an H-bonding network linking

D2.50, N3.35, S2.49, and T3.38 (Figs 5E and 6E). The unusual S2.49/T3.38 pattern (only three

occurrences in human GPCRs) is highly conserved in fish AT1 (Fig 1B), suggesting that it

might be important for the structure-function relationship of this receptor. Presently, experi-

mental data on eel or, more generally, on fish AT1 receptors are missing. They would be of

great help to better understand the specificities of human AT1.

The sodium binding mode of AT2h presents strong similarities with OPRD (Fig 6). The

sodium cavities are almost identical, with a single difference at position 3.43 which is not

involved in sodium coordination (Ile and Leu for AT2h and OPRD, respectively), whereas

position 3.36 is a methionine. In both cases, we observe a propensity of N3.35 for the outward

orientation and a similar sodium binding mode, resulting in similar electrostatic free energy of

binding for the sodium ion (Fig 7).

Full characterization of AT2h is difficult in the absence of response in conventional GPCR

essays [4,13]. However, the pharmacological profiles based on binding affinities reveal that

AT2 lacks the specificity of AT1 for AngII as compared to either synthetic or natural AngII

derivatives [22,42,43]. The promiscuous binding of AT2 to AngII derivatives suggests a
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“relaxed” conformation by analogy with constitutive AT1 variants [22]. The presence of a

methionine at position 3.36 has been proposed to facilitate activation of AT2 by AngII deriva-

tives missing the bulky terminal Phe-8 [19]. The outward orientation of N3.35 in the inactive

receptor (Fig 6D) prevents the H-bonding network stabilizing the inactive state (Fig 6E) and

should contribute to the “relaxed” AT2h conformation.

By contrast with the “relaxed” conformation of human AT2, eel AT2 appears strongly stabi-

lized by sodium binding due to both electrostatic interactions and H-bonding patterns (Figs

6E and 7D). Ang1-7, which can bind to and activate human AT2 [22,42–44], does not activate

eel AT2 [45]. These data support the assumption that evolution favoured the promiscuous

behaviour of AT2 in amniota.

Further experimental data on fish receptors are mandatory to understanding the physio-

logical consequences of the mutations observed in AT1 and AT2 receptors during the tran-

sition to terrestrial life. It would be of primary importance to determine whether fish AT1

is prone to biased signaling. In any case, thanks to the N7.46 pattern, amniota AT1 has

been tailored by evolution for efficient β-arrestin-biased signaling. Biased signaling of AT1

was first discovered using synthetic ligands [46,47]. The therapeutic potential of biased

AT1 ligands was soon acknowledged because β-arrestin signaling is cardioprotective and

enhances cardiac performance [48–50]. More generally, development of biased ligands and

understanding of underlying mechanisms are an intense research area for drug discovery.

Search of naturally biased signaling did not receive such attention [51]. However, the evo-

lutionary driven AT1 propensity for bias signaling prompts questions on the underlying

endogenous ligand or mechanism. A putative candidate would be Ang1-7. This peptide is

an agonist of AT2 and of MAS [44] and a β-arrestin-biased agonist of AT1 [52,53]. Cardio-

protective effects of Ang1-7 are in part related to its activity as a biased agonist of AT1 [53].

Another possibility would be mechanotransduction. Indeed, AT1 responds to mechanical

stimuli in the absence of agonist [54]. The underlying mechanisms involve β-arrestin sig-

naling [55–57]. Most interestingly, the Frank-Starling law of the heart (increased cardiac

filling leads to enhanced contractibility) depends on the β-arrestin-biased activation of

AT1 by mechanical factors [58]. This mechanism is of fundamental importance in the

physiology of vertebrates [59].

The transition from aqueous to terrestrial environment required dramatic changes in the

cardiovascular physiology [60]. Fishes have a single circulatory system with a two chamber

heart. Terrestrial life requires uptake of oxygen from air, which led to the emergence of lungs,

of two circulatory systems, and of a heart with three (amphibian) or four chambers (amniota).

The two circulatory systems have very different blood pressure, in particular for amniota

which need high pressure in systemic circulation to fight gravity and low pressure in lungs to

favor oxygen exchange [60]. These physiological changes were accompanied by major changes

in the renin-angiotensin system, with the emergence of novel receptors such as MAS and the

development of the counter-regulatory axis of the RAS. The conventional activation of a G

protein by AT2, observed in eels [45], has been lost in mammalians [4,13] whereas novel

receptors, such as MAS, emerged in terrestrial animals [61] and participate in the counter-reg-

ulatory arm of the RAS [3,44].

The key mutations observed in AT1 and AT2 (Fig 1) accompanied the transition to ter-

restrial life. They highlight how a few mutations at a strategic site participate in protein

functional evolution. Comparative studies on AT1 and AT2 receptors from different spe-

cies will lead to a deeper understanding of human cardiovascular regulation and

physiology.
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Methods

Sequence retrieval, clustering and analysis

AngII receptor sequences were obtained from Uniprot (release-2018-09) [62]. To avoid mis-

classification issues, we carried out an initial exhaustive request using the keywords “angioten-

sin” and “IPR000276” (Interpro identifier for class A GPCRs), with a sequence length� 260.

This led to 550 hits. To eliminate false positives or truncated sequences, a multiple sequence

alignment was carried out with ClustalX [63], and then a manual selection was carried out

using GenDoc [64]. We obtained a set of 318 “clean” sequences that could be classified into

203 AT1 and 115 AT2 sequences based on a preliminary tree.

The over representation of highly similar mammalian sequences in this set (120 mamma-

lian AT1 sequences out of 203, 68 mammalian AT2 sequences out of 115) prompted us to

build a non-redundant (NR) set using the perl script NRDB.pl [28]. This program builds clus-

ters with a sequence identity threshold of 90%. This approach led to 37 and 38 clusters from

the AT1 and AT2 sequence sets, respectively. Among them, there were 3 and 5 mammalian

clusters for AT1 and AT2, respectively. The aligned sequences of each cluster were visually

inspected. The selection of the representative sequences was based on the quality of the

sequence (full sequences with longest termini were privileged) and of the genome (well-known

species from reference genomes were privileged). The alignments of the clusters were used to

verify that the sequence patterns observed in the NR sequences were also valid for the whole

cluster.

A Neighbour-Joining (NJ) phylogenetic tree of the aligned representative sequences of the

clusters was built with the MEGA5 software [65] using 500 replicates for bootstrapping. The

logo plots were obtained from the Weblogo site [66].

Noteworthy, there was no sequence of AT2 from cartilaginous fishes reported in Uniprot.

To determine whether the absence of AT2 sequences was due to sequencing problems or to a

real evolutionary difference, we extended the search of AT2 sequences to Genbank. In the two

additional shark genomes reported, we found AT2-like sequences that should be non-func-

tional, either because of an AngII binding impairing K5.42I mutation (Rhincodon typus) or of

an N-terminal truncation (Chiloscyllium punctatum). No other example of such mutations was

observed in the entire set of reported AT2 sequences, supporting the assumption that func-

tionnal AT2 gene was lost in cartilagineous fishes.

Molecular modeling

The inactive state of AT1h with bound sodium was modeled from the sodium-free 4YAY [17]

and 4ZUD [18] structures of AT1 and from the sodium-bound structure of OPRD (4N6H)

[36], using the homology modeling software MODELLER [67]. The sodium-bound AT1h was

modeled from residue 17 to 317 with 7 water molecules in the sodium pocket positioned by

homology with 4N6H. The C-terminal helix 8 (H8) has been modeled by homology with 4NH6

because in the 4YAY and 4ZUD structures, H8 is either missing or bent relatively to the mem-

brane plane. The bent orientation of H8 led to swing-saw motion of this helix and of TM7 dur-

ing MD simulations [68]. The apo model of AT1h without bound sodium was obtained by

replacing the sodium ion by a water molecule. The model of the N7.46S AT1h variant was pre-

pared from the model of AT1h using the Charmm-Gui interface [69]. The model of the chime-

ric AT1c variant was prepared using MODELLER from the model of AT1h by substituting the

sequence from residue 3.25 to 3.40 by the equivalent positions in AT2h [35]:

AT1h: CKIASASVSFNLYASV

AT2h: CKVFGSFLTLNMFASI
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Two models of inactive human AT2 were built using MODELLER from the active-like

5UNG AT2 structure [21] and from the inactive AT1h model. The intracellular halves of TM5,

TM6 and TM7 and the C-terminal H8 from the 5UNG structure were truncated and replaced

by the equivalent parts of the AT1h model, including the sodium ion and the water molecules.

The two models differed in the length of TM6. In model A, TM6 had the same length as in

AT1h. In model B, α-helical restraints were added to the modeling procedure to insure that

TM6 length was identical to the length in the 5UNG structure. In either case, the AT2h models

were built from residue 35 to 333 and contained a sodium ion and 7 water molecules in the

sodium pocket. In addition, N3.35 was modeled in the trans orientation as observed in the

inactive AT1 structures (PDB 4YAY and 4ZUD) and faced the sodium binding site.

Models of sodium-bound AT1e and AT2e from Anguilla japonica were built with MODEL-

LER by homology with the models of AT1h and AT2h (model B). The S2.49A AT1e variant

was obtained from the Charmm-Gui interface. For OPRD, we used the 4N6H structure of

OPRD with bound sodium and water molecules [36]. A point mutation in this structure was

reversed to the wild type sequence with MODELLER.

Molecular dynamics simulations

The models were prepared for molecular dynamics simulations using the Charmm-Gui inter-

face [69]. The models were embedded into a palmitoyl-oleoyl-phosphatidyl-choline (POPC)

bilayer with 60 lipids on each layer, and then solvated with a TIP3P model for water molecules

with all atoms represented explicitly. For simulations aimed at analyzing the sodium binding

mode in models with a sodium ion in the allosteric site, the charges were neutralized by adding

chloride ions. For simulations aimed at analyzing the sodium pathway towards the binding

pocket, the sodium ion was replaced by a water molecule and the charges were neutralized by

adding either 0.15 M or 1M NaCl. In all the simulations, the D2.50 residue located within the

sodium binding site was negatively charged, in agreement with the pKa of this residue that was

calculated with DelphiPKa [32].

Molecular dynamics simulations of the receptor models embedded into the hydrated POPC

bilayer were carried out using NAMD 2.13 MD software [70] and the Charmm36 parameter set [71,

72]. They were performed using the HPC resources of IDRIS, granted by GENCI (www.genci.fr).

The entire assembly was subjected to energy minimization for 5000 steps to remove close

contacts between atoms. Equilibration of protein–membrane system was carried out as previ-

ously described [27]. The equilibration protocol started with a first 1 ns phase with six steps in

which harmonic restraints on protein and lipids were gradually taken off to achieve a smooth

relaxation. This phase was followed by visual inspection of the resulting structure, and then by

a 20 ns phase carried out under the same conditions as the production run to achieve stable

conditions. No restraint was added to the sodium ion. In the first two equilibration steps of the

first phase, the NVT ensemble at 310 K and a time step of 1 fs were used. The following equili-

bration and production steps were carried out at constant temperature (310 K) and pressure (1

atmosphere), using a 2 fs time-step for integration. The Particle Mesh Ewald method (PME)

was used to calculate the electrostatic contribution to non-bonded interactions. The cutoff dis-

tance for van der Waals interactions was 12 Å with switch starting at 10 Å. The SHAKE algo-

rithm was applied to the system. Each trajectory lasted a total of 280 ns.

For each receptor, the simulations (including the minimization/equilibration steps) were

repeated at least three times from the same build (five replicas for AT1m). For AT1h, there

were 2 builds with three replicas (runs 1, 2, 3 for build A, runs 4, 5, 6 for build B). For AT2h,

there were 2 models/builds with three replicas (runs 1, 2, 3 for model A, runs 4, 5, 6 for model

B). The other receptors had a single build.
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The accelerated molecular dynamics simulations were based on the biased potential MD

approach developed by McCammon and co-workers [73,74]. In this technique, the true poten-

tial energy landscape is modified by adding a bias potential that enhances the escape rates

from potential wells, yielding accelerated molecular motions and enhanced conformational

sampling. We used the dual boost method as implemented in NAMD [75]. This method works

by adding two boosts: (1) the dihedral boost [74] is applied to the dihedral energy of the system

and accelerates rotamerizations, and (2) the potential boost [73] is applied to the electrostatic

and van der Waals energies of the system, including water and ions. Both boosts are necessary

for efficient sampling of protein conformational space [76]. Boosts are applied only when the

corresponding energies are below a threshold [73,74]. In the “soft” protocol that we use [76],

the threshold energies are set to the average energies, Edihed_avg and Epot_avg, computed from

classical MD simulations and the acceleration factors are calculated according to:

adihed ¼ l�
Edihed avg

5
ð1Þ

apot ¼ l� N ð2Þ

where the acceleration parameter λ is set at 0.3 and N represents the number of atoms in the

system. The 20–120 ns range of classical MD simulations was used to calculate the acceleration

parameters. The snapshot obtained after 120 ns was used to initiate the accelerated simulation.

Trajectories were graphically analyzed with VMD [77] and PYMOL (DeLano Scientific

LLC, San Franscisco, USA). Quantitative analyses were carried out with home-developed

scripts, written in tcl, for use with the VMD software, and in R using functions from the Bio3D

R package [78]. The cut-offs for sodium coordination were set as follows: (1) For water, 3 Å
and 6 Å for the first and second shells, respectively; (2) For protein ligands, 2.8 Å for the first

shell and 6 Å for the second shell with the additional requirement of a first shell water molecule

within 3 Å. H-bonds were measured with the H-bond facility of VMD with cutoffs of 30˚ and

3.5Å. For H-bonds involving N3.35, the trajectories with outward rotamerization of N3.35

within the first 50 ns were removed from the analysis. For the other trajectories, only the snap-

shots with inward orientation of N3.35 were taken into account. Heatmaps were prepared

with R using the ComplexHeatmap package [79]. Volumetric maps were computed with

VMD. PYMOL was used for figure preparation.

Electrostatics potential and pKa computations

Electrostatics potentials were computed by a Poisson-Boltzmann approach with the Delphi

program [80], using the smooth Gaussian dielectric function developed by Alexov and al [30].

Similarly, the pKa values of the receptor ionizable residues were computed with DelphiPKa

using the same Gaussian dielectric function [31,32]. Both Delphi and DelphiPKa have been

installed locally. In the Gaussian representation of atomic density resulting into a smooth

dielectric function, two parameters have to be defined: the width of the Gaussian function, σ,

and the internal permittivity of the protein, εin. The default values for external ionizable

groups are εin = 8 and σ = 0.7, whereas the default values for internal groups are εin = 4 and σ
= 0.9. In these studies, we aimed at determining the electrostatic properties of D2.50, located at

the sodium binding pocket, in AT1 and AT2. The sodium pocket is lined by several polar

groups, including the aspartic acid D2.50, and is wide enough to contain a sodium ion and sev-

eral water molecules. To determine adequate parameters, we compared the pKa of D2.50 in

human AT1 and OPRD, as a function of a variety of εin and σ values. For each pair, analyses

were done on seven equally spaced frames from MD trajectories. All the combinations of εin
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and σ values led to similar pKa values for D2.50 in OPRD and AT1h (S1 Fig). Most of them led

to a pKa value< 6, consistent with deprotonation of D2.50 in physiological conditions for both

receptors. This was not the case for the default values for protein hydrophobic interior that led

to a value of 7.3 ± 1.0 for the pKa of D2.50 in OPRD, which is not consistent with the observed

affinity of the sodium ion for this receptor [26]. By contrast, the default values for ionizable

groups on protein surface led to a D2.50 pKa value of 4.1, which supports a negatively charged

aspartic acid interacting with the sodium ion. Consequently, the latter set (εin = 8 and σ = 0.7)

was used for both electrostatic potentials and pKa calculations. For each receptor investigated,

pKa computations were done on a representative set of seven frames from MD trajectories.

The electrostatics potential maps were calculated with the Gaussian-based method on the

receptors placed at the center of a cube filled with an aqueous medium, implicitly modeled by

a dielectric permittivity εex of 80. The axes of the cube were oriented along the principal axis

of the solute. The edge size of the cube, L, depends on the maximal dimension of the solute Lp

(Lp = L � 0.7). The space was discretized with 1.8 grid points by angstrom. The permittivity of

the receptor, εin, was 8 and the Gaussian width, σ, was 0.7. The ionic strength was set at 0.15

M. The atom charges and sizes used for the calculations were based on the default Charmm

parameters provided by Delphi (Charmm22).

The electrostatic component of the free energy of sodium binding to the receptors under

scrutiny was computed with Delphi. We used the grid energy difference method [81] and the

Gaussian dielelectric function with the same parameters as previously (εin = 8 and σ = 0.7).

The ionic strength was 0.15 M. The grid energy difference method requires three Delphi runs,

for the sodium-bound receptor, the sodium-free receptor and the sodium ion. The separated

elements and the complex must be kept in the same position in the cube used for electrostatics

computations. The electrostatic component of the binding free energy was computed from the

difference in the total grid energy (electrostatic energy computed at each grid point):

DGbind ¼ Egridðreceptor� NaÞ � EgridðreceptorÞ � EgridðNaÞ ð3Þ

To obtain representative sets of the sodium position in its site, we extracted snapshots at

equidistant intervals (35 snapshots separated by 8 ns) from each trajectory, yielding at least

100 snapshots by receptor. All the snapshots of the sodium-bound receptor were superim-

posed on the initial model and saved as PDB files, using VMD. The PDB files for the sodium-

free receptor and for the sodium ion were obtained from the sodium-bound receptor PDB

files with shell scripts. The size grid (233 points) was large enough to insure an

occupancy < 70% in each case.

Supporting information

S1 Fig. Comparison of D2.50 pKa in OPRD and AT1.

(TIF)

S2 Fig. Binding kinetics of the sodium ion to CXCR4 and OPRD.

(TIF)

S3 Fig. Electrostatics potentials of the internal cavities of AT1, AT2, CXCR4 and OPRD.

(TIF)

S4 Fig. Stability of the receptors during MD simulations.

(TIF)

S5 Fig. Comparison of the sodium trajectories during MD simulations.

(TIF)
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S6 Fig. Heatmaps of the distances between the sodium ion and the putative ligands.

(TIF)

S7 Fig. Heatmaps of the N3.35 chi1 dihedral angle.

(TIF)

S8 Fig. Outward rotamerization of N3.35 in AT2h.

(TIF)

Acknowledgments

We thank Dr Guillaume Lebon (Institut de génomique fonctionnelle, Montpellier, France) for

critical reading of the manuscript and stimulating discussion.

Author Contributions

Conceptualization: Marie Chabbert.

Data curation: Marie Chabbert.

Formal analysis: Rym Ben Boubaker, Asma Tiss.

Funding acquisition: Daniel Henrion, Marie Chabbert.

Investigation: Rym Ben Boubaker, Asma Tiss.

Methodology: Marie Chabbert.

Project administration: Marie Chabbert.

Resources: Daniel Henrion.

Software: Rym Ben Boubaker, Marie Chabbert.

Supervision: Hajer Guissouma, Marie Chabbert.

Validation: Rym Ben Boubaker, Asma Tiss, Marie Chabbert.

Visualization: Rym Ben Boubaker, Asma Tiss, Marie Chabbert.

Writing – original draft: Marie Chabbert.

Writing – review & editing: Daniel Henrion, Hajer Guissouma, Marie Chabbert.

References
1. Balakumar P, Jagadeesh G. A century old renin-angiotensin system still grows with endless possibili-

ties: AT1 receptor signaling cascades in cardiovascular physiopathology. Cellular signalling. 2014; 26

(10):2147–60. https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2014.06.011 PMID: 25007996

2. Forrester SJ, Booz GW, Sigmund CD, Coffman TM, Kawai T, Rizzo V, et al. Angiotensin II Signal Trans-

duction: An Update on Mechanisms of Physiology and Pathophysiology. Physiological reviews. 2018;

98(3):1627–738. https://doi.org/10.1152/physrev.00038.2017 PMID: 29873596

3. Paz Ocaranza M, Riquelme JA, Garcia L, Jalil JE, Chiong M, Santos RAS, et al. Counter-regulatory

renin-angiotensin system in cardiovascular disease. Nature reviews Cardiology. 2020; 17(2):116–29.

https://doi.org/10.1038/s41569-019-0244-8 PMID: 31427727

4. Karnik SS, Unal H, Kemp JR, Tirupula KC, Eguchi S, Vanderheyden PM, et al. International Union of

Basic and Clinical Pharmacology. XCIX. Angiotensin Receptors: Interpreters of Pathophysiological

Angiotensinergic Stimuli [corrected]. Pharmacological reviews. 2015; 67(4):754–819. https://doi.org/10.

1124/pr.114.010454 PMID: 26315714

5. Oparil S, Schmieder RE. New approaches in the treatment of hypertension. Circulation research. 2015;

116(6):1074–95. https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.116.303603 PMID: 25767291

PLOS COMPUTATIONAL BIOLOGY Molecular evolution of the AT1 and AT2 receptors

PLOS Computational Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 February 24, 2022 24 / 28

http://journals.plos.org/ploscompbiol/article/asset?unique&id=info:doi/10.1371/journal.pcbi.1009732.s006
http://journals.plos.org/ploscompbiol/article/asset?unique&id=info:doi/10.1371/journal.pcbi.1009732.s007
http://journals.plos.org/ploscompbiol/article/asset?unique&id=info:doi/10.1371/journal.pcbi.1009732.s008
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2014.06.011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25007996
https://doi.org/10.1152/physrev.00038.2017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29873596
https://doi.org/10.1038/s41569-019-0244-8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31427727
https://doi.org/10.1124/pr.114.010454
https://doi.org/10.1124/pr.114.010454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26315714
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.116.303603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25767291
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732


6. Li XC, Zhang J, Zhuo JL. The vasoprotective axes of the renin-angiotensin system: Physiological rele-

vance and therapeutic implications in cardiovascular, hypertensive and kidney diseases. Pharmacologi-

cal research. 2017; 125(Pt A):21–38. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2017.06.005 PMID: 28619367

7. McFall A, Nicklin SA, Work LM. The counter regulatory axis of the renin angiotensin system in the brain

and ischaemic stroke: Insight from preclinical stroke studies and therapeutic potential. Cellular signal-

ling. 2020; 76:109809. https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2020.109809 PMID: 33059037

8. Rajagopal S, Ahn S, Rominger DH, Gowen-MacDonald W, Lam CM, Dewire SM, et al. Quantifying

ligand bias at seven-transmembrane receptors. Molecular pharmacology. 2011; 80(3):367–77. https://

doi.org/10.1124/mol.111.072801 PMID: 21610196

9. Sauliere A, Bellot M, Paris H, Denis C, Finana F, Hansen JT, et al. Deciphering biased-agonism com-

plexity reveals a new active AT1 receptor entity. Nature chemical biology. 2012; 8(7):622–30. https://

doi.org/10.1038/nchembio.961 PMID: 22634635

10. Kaschina E, Namsolleck P, Unger T. AT2 receptors in cardiovascular and renal diseases. Pharmaco-

logical research. 2017; 125(Pt A):39–47. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2017.07.008 PMID: 28694144

11. Matavelli LC, Siragy HM. AT2 receptor activities and pathophysiological implications. Journal of cardio-

vascular pharmacology. 2015; 65(3):226–32. https://doi.org/10.1097/FJC.0000000000000208 PMID:

25636068

12. de Gasparo M, Siragy HM. The AT2 receptor: fact, fancy and fantasy. Regulatory peptides. 1999; 81(1–

3):11–24. https://doi.org/10.1016/s0167-0115(99)00023-3 PMID: 10395404

13. Porrello ER, Delbridge LM, Thomas WG. The angiotensin II type 2 (AT2) receptor: an enigmatic seven

transmembrane receptor. Frontiers in bioscience. 2009; 14:958–72. https://doi.org/10.2741/3289

PMID: 19273111

14. Sadybekov A, Katritch V. Breaking the Enigma Code of Angiotensin II Type 2 Receptor Signaling. Struc-

ture. 2020; 28(4):390–2. https://doi.org/10.1016/j.str.2020.03.004 PMID: 32268077

15. Wingler LM, McMahon C, Staus DP, Lefkowitz RJ, Kruse AC. Distinctive Activation Mechanism for

Angiotensin Receptor Revealed by a Synthetic Nanobody. Cell. 2019; 176(3):479–90 e12. https://doi.

org/10.1016/j.cell.2018.12.006 PMID: 30639100

16. Wingler LM, Skiba MA, McMahon C, Staus DP, Kleinhenz ALW, Suomivuori CM, et al. Angiotensin and

biased analogs induce structurally distinct active conformations within a GPCR. Science. 2020; 367

(6480):888–92. https://doi.org/10.1126/science.aay9813 PMID: 32079768

17. Zhang H, Unal H, Gati C, Han GW, Liu W, Zatsepin NA, et al. Structure of the Angiotensin receptor

revealed by serial femtosecond crystallography. Cell. 2015; 161(4):833–44. https://doi.org/10.1016/j.

cell.2015.04.011 PMID: 25913193

18. Zhang H, Unal H, Desnoyer R, Han GW, Patel N, Katritch V, et al. Structural Basis for Ligand Recogni-

tion and Functional Selectivity at Angiotensin Receptor. The Journal of biological chemistry. 2015; 290

(49):29127–39. https://doi.org/10.1074/jbc.M115.689000 PMID: 26420482

19. Asada H, Horita S, Hirata K, Shiroishi M, Shiimura Y, Iwanari H, et al. Crystal structure of the human

angiotensin II type 2 receptor bound to an angiotensin II analog. Nature structural & molecular biology.

2018; 25(7):570–6. https://doi.org/10.1038/s41594-018-0079-8 PMID: 29967536

20. Asada H, Inoue A, Ngako Kadji FM, Hirata K, Shiimura Y, Im D, et al. The Crystal Structure of Angioten-

sin II Type 2 Receptor with Endogenous Peptide Hormone. Structure. 2020; 28(4):418–25 e4. https://

doi.org/10.1016/j.str.2019.12.003 PMID: 31899086

21. Zhang H, Han GW, Batyuk A, Ishchenko A, White KL, Patel N, et al. Structural basis for selectivity and

diversity in angiotensin II receptors. Nature. 2017; 544(7650):327–32. https://doi.org/10.1038/

nature22035 PMID: 28379944

22. Miura S, Karnik SS. Angiotensin II type 1 and type 2 receptors bind angiotensin II through different

types of epitope recognition. Journal of hypertension. 1999; 17(3):397–404. https://doi.org/10.1097/

00004872-199917030-00013 PMID: 10100078

23. Suomivuori CM, Latorraca NR, Wingler LM, Eismann S, King MC, Kleinhenz ALW, et al. Molecular

mechanism of biased signaling in a prototypical G protein-coupled receptor. Science. 2020; 367

(6480):881–7. https://doi.org/10.1126/science.aaz0326 PMID: 32079767

24. Sealfon SC, Chi L, Ebersole BJ, Rodic V, Zhang D, Ballesteros JA, et al. Related contribution of specific

helix 2 and 7 residues to conformational activation of the serotonin 5-HT2A receptor. The Journal of bio-

logical chemistry. 1995; 270(28):16683–8. https://doi.org/10.1074/jbc.270.28.16683 PMID: 7622478

25. Katritch V, Fenalti G, Abola EE, Roth BL, Cherezov V, Stevens RC. Allosteric sodium in class A GPCR

signaling. Trends in biochemical sciences. 2014; 39(5):233–44. https://doi.org/10.1016/j.tibs.2014.03.

002 PMID: 24767681

26. Zarzycka B, Zaidi SA, Roth BL, Katritch V. Harnessing Ion-Binding Sites for GPCR Pharmacology.

Pharmacological reviews. 2019; 71(4):571–95. https://doi.org/10.1124/pr.119.017863 PMID: 31551350

PLOS COMPUTATIONAL BIOLOGY Molecular evolution of the AT1 and AT2 receptors

PLOS Computational Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 February 24, 2022 25 / 28

https://doi.org/10.1016/j.phrs.2017.06.005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28619367
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2020.109809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33059037
https://doi.org/10.1124/mol.111.072801
https://doi.org/10.1124/mol.111.072801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21610196
https://doi.org/10.1038/nchembio.961
https://doi.org/10.1038/nchembio.961
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22634635
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2017.07.008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28694144
https://doi.org/10.1097/FJC.0000000000000208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25636068
https://doi.org/10.1016/s0167-0115%2899%2900023-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10395404
https://doi.org/10.2741/3289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19273111
https://doi.org/10.1016/j.str.2020.03.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32268077
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.12.006
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.12.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30639100
https://doi.org/10.1126/science.aay9813
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32079768
https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.04.011
https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.04.011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25913193
https://doi.org/10.1074/jbc.M115.689000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26420482
https://doi.org/10.1038/s41594-018-0079-8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29967536
https://doi.org/10.1016/j.str.2019.12.003
https://doi.org/10.1016/j.str.2019.12.003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31899086
https://doi.org/10.1038/nature22035
https://doi.org/10.1038/nature22035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28379944
https://doi.org/10.1097/00004872-199917030-00013
https://doi.org/10.1097/00004872-199917030-00013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10100078
https://doi.org/10.1126/science.aaz0326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32079767
https://doi.org/10.1074/jbc.270.28.16683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7622478
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2014.03.002
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2014.03.002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24767681
https://doi.org/10.1124/pr.119.017863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31551350
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732


27. Taddese B, Deniaud M, Garnier A, Tiss A, Guissouma H, Abdi H, et al. Evolution of chemokine recep-

tors is driven by mutations in the sodium binding site. PLoS computational biology. 2018; 14(6):

e1006209. https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1006209 PMID: 29912865

28. Holm L, Sander C. Removing near-neighbour redundancy from large protein sequence collections. Bio-

informatics. 1998; 14(5):423–9. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/14.5.423 PMID: 9682055

29. Hara Y, Yamaguchi K, Onimaru K, Kadota M, Koyanagi M, Keeley SD, et al. Shark genomes provide

insights into elasmobranch evolution and the origin of vertebrates. Nature ecology & evolution. 2018; 2

(11):1761–71. https://doi.org/10.1038/s41559-018-0673-5 PMID: 30297745

30. Li L, Li C, Zhang Z, Alexov E. On the Dielectric "Constant" of Proteins: Smooth Dielectric Function for

Macromolecular Modeling and Its Implementation in DelPhi. Journal of chemical theory and computa-

tion. 2013; 9(4):2126–36. https://doi.org/10.1021/ct400065j PMID: 23585741

31. Pahari S, Sun L, Basu S, Alexov E. DelPhiPKa: Including salt in the calculations and enabling polar resi-

dues to titrate. Proteins. 2018; 86(12):1277–83. https://doi.org/10.1002/prot.25608 PMID: 30252159

32. Wang L, Li L, Alexov E. pKa predictions for proteins, RNAs, and DNAs with the Gaussian dielectric func-

tion using DelPhi pKa. Proteins. 2015; 83(12):2186–97. https://doi.org/10.1002/prot.24935 PMID:

26408449

33. Selvam B, Shamsi Z, Shukla D. Universality of the Sodium Ion Binding Mechanism in Class A G-Pro-

tein-Coupled Receptors. Angewandte Chemie. 2018; 57(12):3048–53. https://doi.org/10.1002/anie.

201708889 PMID: 29405531

34. Feng YH, Zhou L, Qiu R, Zeng R. Single mutations at Asn295 and Leu305 in the cytoplasmic half of

transmembrane alpha-helix domain 7 of the AT1 receptor induce promiscuous agonist specificity for

angiotensin II fragments: a pseudo-constitutive activity. Molecular pharmacology. 2005; 68(2):347–55.

https://doi.org/10.1124/mol.105.011601 PMID: 15901848

35. Feng YH, Miura S, Husain A, Karnik SS. Mechanism of constitutive activation of the AT1 receptor: influ-

ence of the size of the agonist switch binding residue Asn(111). Biochemistry. 1998; 37(45):15791–8.

https://doi.org/10.1021/bi980863t PMID: 9843384

36. Fenalti G, Giguere PM, Katritch V, Huang XP, Thompson AA, Cherezov V, et al. Molecular control of

delta-opioid receptor signalling. Nature. 2014; 506(7487):191–6. https://doi.org/10.1038/nature12944

PMID: 24413399

37. Shang Y, LeRouzic V, Schneider S, Bisignano P, Pasternak GW, Filizola M. Mechanistic insights into

the allosteric modulation of opioid receptors by sodium ions. Biochemistry. 2014; 53(31):5140–9.

https://doi.org/10.1021/bi5006915 PMID: 25073009

38. Taddese B, Garnier A, Abdi H, Henrion D, Chabbert M. Deciphering collaborative sidechain motions in

proteins during molecular dynamics simulations. Scientific reports. 2020; 10(1):15901. https://doi.org/

10.1038/s41598-020-72766-1 PMID: 32985550

39. Yuan S, Vogel H, Filipek S. The role of water and sodium ions in the activation of the mu-opioid receptor.

Angewandte Chemie. 2013; 52(38):10112–5. https://doi.org/10.1002/anie.201302244 PMID: 23904331

40. Vickery ON, Carvalheda CA, Zaidi SA, Pisliakov AV, Katritch V, Zachariae U. Intracellular Transfer of

Na(+) in an Active-State G-Protein-Coupled Receptor. Structure. 2018; 26(1):171–80 e2. https://doi.

org/10.1016/j.str.2017.11.013 PMID: 29249607

41. Vickery ON, Machtens JP, Tamburrino G, Seeliger D, Zachariae U. Structural Mechanisms of Voltage

Sensing in G Protein-Coupled Receptors. Structure. 2016; 24(6):997–1007. https://doi.org/10.1016/j.

str.2016.04.007 PMID: 27210286

42. Bosnyak S, Jones ES, Christopoulos A, Aguilar MI, Thomas WG, Widdop RE. Relative affinity of angio-

tensin peptides and novel ligands at AT1 and AT2 receptors. Clinical science. 2011; 121(7):297–303.

https://doi.org/10.1042/CS20110036 PMID: 21542804

43. Bouley R, Perodin J, Plante H, Rihakova L, Bernier SG, Maletinska L, et al. N- and C-terminal structure-

activity study of angiotensin II on the angiotensin AT2 receptor. European journal of pharmacology.

1998; 343(2–3):323–31. https://doi.org/10.1016/s0014-2999(97)01549-5 PMID: 9570482

44. Karnik SS, Singh KD, Tirupula K, Unal H. Significance of angiotensin 1–7 coupling with MAS1 receptor

and other GPCRs to the renin-angiotensin system: IUPHAR Review 22. British journal of pharmacology.

2017; 174(9):737–53. https://doi.org/10.1111/bph.13742 PMID: 28194766

45. Wong MK, Takei Y. Angiotensin AT2 receptor activates the cyclic-AMP signaling pathway in eel. Molec-

ular and cellular endocrinology. 2013; 365(2):292–302. https://doi.org/10.1016/j.mce.2012.11.009

PMID: 23174758

46. Ahn S, Shenoy SK, Wei H, Lefkowitz RJ. Differential kinetic and spatial patterns of beta-arrestin and G

protein-mediated ERK activation by the angiotensin II receptor. The Journal of biological chemistry.

2004; 279(34):35518–25. https://doi.org/10.1074/jbc.M405878200 PMID: 15205453

PLOS COMPUTATIONAL BIOLOGY Molecular evolution of the AT1 and AT2 receptors

PLOS Computational Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 February 24, 2022 26 / 28

https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1006209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29912865
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/14.5.423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9682055
https://doi.org/10.1038/s41559-018-0673-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30297745
https://doi.org/10.1021/ct400065j
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23585741
https://doi.org/10.1002/prot.25608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30252159
https://doi.org/10.1002/prot.24935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26408449
https://doi.org/10.1002/anie.201708889
https://doi.org/10.1002/anie.201708889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29405531
https://doi.org/10.1124/mol.105.011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15901848
https://doi.org/10.1021/bi980863t
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9843384
https://doi.org/10.1038/nature12944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24413399
https://doi.org/10.1021/bi5006915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25073009
https://doi.org/10.1038/s41598-020-72766-1
https://doi.org/10.1038/s41598-020-72766-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32985550
https://doi.org/10.1002/anie.201302244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23904331
https://doi.org/10.1016/j.str.2017.11.013
https://doi.org/10.1016/j.str.2017.11.013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29249607
https://doi.org/10.1016/j.str.2016.04.007
https://doi.org/10.1016/j.str.2016.04.007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27210286
https://doi.org/10.1042/CS20110036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21542804
https://doi.org/10.1016/s0014-2999%2897%2901549-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9570482
https://doi.org/10.1111/bph.13742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28194766
https://doi.org/10.1016/j.mce.2012.11.009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23174758
https://doi.org/10.1074/jbc.M405878200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15205453
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732


47. Wei H, Ahn S, Shenoy SK, Karnik SS, Hunyady L, Luttrell LM, et al. Independent beta-arrestin 2 and G

protein-mediated pathways for angiotensin II activation of extracellular signal-regulated kinases 1 and

2. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2003; 100

(19):10782–7. https://doi.org/10.1073/pnas.1834556100 PMID: 12949261

48. DeWire SM, Violin JD. Biased ligands for better cardiovascular drugs: dissecting G-protein-coupled

receptor pharmacology. Circulation research. 2011; 109(2):205–16. https://doi.org/10.1161/

CIRCRESAHA.110.231308 PMID: 21737816

49. Violin JD, Lefkowitz RJ. Beta-arrestin-biased ligands at seven-transmembrane receptors. Trends in

pharmacological sciences. 2007; 28(8):416–22. https://doi.org/10.1016/j.tips.2007.06.006 PMID:

17644195

50. Kim KS, Abraham D, Williams B, Violin JD, Mao L, Rockman HA. beta-Arrestin-biased AT1R stimulation

promotes cell survival during acute cardiac injury. American journal of physiology Heart and circulatory

physiology. 2012; 303(8):H1001–10. https://doi.org/10.1152/ajpheart.00475.2012 PMID: 22886417

51. Kenakin T. Biased Receptor Signaling in Drug Discovery. Pharmacological reviews. 2019; 71(2):267–

315. https://doi.org/10.1124/pr.118.016790 PMID: 30914442

52. Galandrin S, Denis C, Boularan C, Marie J, M’Kadmi C, Pilette C, et al. Cardioprotective Angiotensin-

(1–7) Peptide Acts as a Natural-Biased Ligand at the Angiotensin II Type 1 Receptor. Hypertension.

2016; 68(6):1365–74. https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.116.08118 PMID: 27698068

53. Teixeira LB, Parreiras ESLT, Bruder-Nascimento T, Duarte DA, Simoes SC, Costa RM, et al. Ang-(1–7)

is an endogenous beta-arrestin-biased agonist of the AT1 receptor with protective action in cardiac

hypertrophy. Scientific reports. 2017; 7(1):11903. https://doi.org/10.1038/s41598-017-12074-3 PMID:

28928410

54. Mederos y Schnitzler M, Storch U, Gudermann T. AT1 receptors as mechanosensors. Current opinion

in pharmacology. 2011; 11(2):112–6. https://doi.org/10.1016/j.coph.2010.11.003 PMID: 21147033

55. Wang J, Hanada K, Gareri C, Rockman HA. Mechanoactivation of the angiotensin II type 1 receptor

induces beta-arrestin-biased signaling through Galphai coupling. Journal of cellular biochemistry. 2018;

119(4):3586–97. https://doi.org/10.1002/jcb.26552 PMID: 29231251

56. Tang W, Strachan RT, Lefkowitz RJ, Rockman HA. Allosteric modulation of beta-arrestin-biased angio-

tensin II type 1 receptor signaling by membrane stretch. The Journal of biological chemistry. 2014; 289

(41):28271–83. https://doi.org/10.1074/jbc.M114.585067 PMID: 25170081

57. Rakesh K, Yoo B, Kim IM, Salazar N, Kim KS, Rockman HA. beta-Arrestin-biased agonism of the angio-

tensin receptor induced by mechanical stress. Science signaling. 2010; 3(125):ra46. https://doi.org/10.

1126/scisignal.2000769 PMID: 20530803

58. Abraham DM, Davis RT 3rd, Warren CM, Mao L, Wolska BM, Solaro RJ, et al. beta-Arrestin mediates

the Frank-Starling mechanism of cardiac contractility. Proceedings of the National Academy of Sci-

ences of the United States of America. 2016; 113(50):14426–31. https://doi.org/10.1073/pnas.

1609308113 PMID: 27911784

59. Jacob R, Dierberger B, Kissling G. Functional significance of the Frank-Starling mechanism under phys-

iological and pathophysiological conditions. European heart journal. 1992; 13 Suppl E:7–14. https://doi.

org/10.1093/eurheartj/13.suppl_e.7 PMID: 1478214

60. Schulte K, Kunter U, Moeller MJ. The evolution of blood pressure and the rise of mankind. Nephrology,

dialysis, transplantation: official publication of the European Dialysis and Transplant Association—Euro-

pean Renal Association. 2015; 30(5):713–23. https://doi.org/10.1093/ndt/gfu275 PMID: 25140012

61. Bader M, Alenina N, Andrade-Navarro MA, Santos RA. MAS and its related G protein-coupled recep-

tors, Mrgprs. Pharmacological reviews. 2014; 66(4):1080–105. https://doi.org/10.1124/pr.113.008136

PMID: 25244929

62. UniProt C. UniProt: a worldwide hub of protein knowledge. Nucleic acids research. 2019; 47(D1):D506–

D15. https://doi.org/10.1093/nar/gky1049 PMID: 30395287

63. Larkin MA, Blackshields G, Brown NP, Chenna R, McGettigan PA, McWilliam H, et al. Clustal W and

Clustal X version 2.0. Bioinformatics. 2007; 23(21):2947–8. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/

btm404 PMID: 17846036

64. Nicholas KB, Nicholas HB, Deerfield DW. GeneDoc: analysis and visualization of genetic variation.

EMBNEW News. 1999; 4(14):3.

65. Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S. MEGA5: molecular evolutionary genet-

ics analysis using maximum likelihood, evolutionary distance, and maximum parsimony methods.

Molecular biology and evolution. 2011; 28(10):2731–9. https://doi.org/10.1093/molbev/msr121 PMID:

21546353

66. Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner SE. WebLogo: a sequence logo generator. Genome

research. 2004; 14(6):1188–90. https://doi.org/10.1101/gr.849004 PMID: 15173120

PLOS COMPUTATIONAL BIOLOGY Molecular evolution of the AT1 and AT2 receptors

PLOS Computational Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 February 24, 2022 27 / 28

https://doi.org/10.1073/pnas.1834556100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12949261
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.110.231308
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.110.231308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21737816
https://doi.org/10.1016/j.tips.2007.06.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17644195
https://doi.org/10.1152/ajpheart.00475.2012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22886417
https://doi.org/10.1124/pr.118.016790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30914442
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.116.08118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27698068
https://doi.org/10.1038/s41598-017-12074-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28928410
https://doi.org/10.1016/j.coph.2010.11.003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21147033
https://doi.org/10.1002/jcb.26552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29231251
https://doi.org/10.1074/jbc.M114.585067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25170081
https://doi.org/10.1126/scisignal.2000769
https://doi.org/10.1126/scisignal.2000769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20530803
https://doi.org/10.1073/pnas.1609308113
https://doi.org/10.1073/pnas.1609308113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27911784
https://doi.org/10.1093/eurheartj/13.suppl%5Fe.7
https://doi.org/10.1093/eurheartj/13.suppl%5Fe.7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1478214
https://doi.org/10.1093/ndt/gfu275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25140012
https://doi.org/10.1124/pr.113.008136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25244929
https://doi.org/10.1093/nar/gky1049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30395287
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btm404
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btm404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17846036
https://doi.org/10.1093/molbev/msr121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21546353
https://doi.org/10.1101/gr.849004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15173120
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732


67. Sali A, Blundell TL. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial restraints. Journal of molec-

ular biology. 1993; 234(3):779–815. https://doi.org/10.1006/jmbi.1993.1626 PMID: 8254673

68. Tiss A, Ben Boubaker R, Henrion D, Guissouma H, Chabbert M. Homology Modeling of Class A G-Pro-

tein-Coupled Receptors in the Age of the Structure Boom. Methods Mol Biol. 2021; 2315:73–97. https://

doi.org/10.1007/978-1-0716-1468-6_5 PMID: 34302671

69. Jo S, Kim T, Iyer VG, Im W. CHARMM-GUI: a web-based graphical user interface for CHARMM. Jour-

nal of computational chemistry. 2008; 29(11):1859–65. https://doi.org/10.1002/jcc.20945 PMID:

18351591

70. Phillips JC, Braun R, Wang W, Gumbart J, Tajkhorshid E, Villa E, et al. Scalable molecular dynamics

with NAMD. Journal of computational chemistry. 2005; 26(16):1781–802. https://doi.org/10.1002/jcc.

20289 PMID: 16222654

71. Best RB, Zhu X, Shim J, Lopes PE, Mittal J, Feig M, et al. Optimization of the additive CHARMM all-

atom protein force field targeting improved sampling of the backbone phi, psi and side-chain chi(1) and

chi(2) dihedral angles. Journal of chemical theory and computation. 2012; 8(9):3257–73. https://doi.org/

10.1021/ct300400x PMID: 23341755

72. Klauda JB, Venable RM, Freites JA, O’Connor JW, Tobias DJ, Mondragon-Ramirez C, et al. Update of

the CHARMM all-atom additive force field for lipids: validation on six lipid types. The journal of physical

chemistry B. 2010; 114(23):7830–43. https://doi.org/10.1021/jp101759q PMID: 20496934

73. de Oliveira CA, Hamelberg D, McCammon JA. On the application of accelerated molecular dynamics to

liquid water simulations. The journal of physical chemistry B. 2006; 110(45):22695–701. https://doi.org/

10.1021/jp062845o PMID: 17092018

74. Hamelberg D, Mongan J, McCammon JA. Accelerated molecular dynamics: a promising and efficient

simulation method for biomolecules. The Journal of chemical physics. 2004; 120(24):11919–29. https://

doi.org/10.1063/1.1755656 PMID: 15268227

75. Wang Y, Harrison CB, Schulten K, McCammon JA. Implementation of Accelerated Molecular Dynamics

in NAMD. Computational science & discovery. 2011; 4(1). https://doi.org/10.1088/1749-4699/4/1/

015002 PMID: 21686063

76. Miao Y, Nichols SE, Gasper PM, Metzger VT, McCammon JA. Activation and dynamic network of the

M2 muscarinic receptor. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of

America. 2013; 110(27):10982–7. https://doi.org/10.1073/pnas.1309755110 PMID: 23781107

77. Humphrey W, Dalke A, Schulten K. VMD: visual molecular dynamics. Journal of molecular graphics.

1996; 14(1):33–8, 27–8. https://doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5 PMID: 8744570

78. Grant BJ, Rodrigues AP, ElSawy KM, McCammon JA, Caves LS. Bio3d: an R package for the compar-

ative analysis of protein structures. Bioinformatics. 2006; 22(21):2695–6. https://doi.org/10.1093/

bioinformatics/btl461 PMID: 16940322

79. Gu Z, Eils R, Schlesner M. Complex heatmaps reveal patterns and correlations in multidimensional

genomic data. Bioinformatics. 2016; 32(18):2847–9. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw313

PMID: 27207943

80. Li L, Li C, Sarkar S, Zhang J, Witham S, Zhang Z, et al. DelPhi: a comprehensive suite for DelPhi soft-

ware and associated resources. BMC biophysics. 2012; 5:9. https://doi.org/10.1186/2046-1682-5-9

PMID: 22583952

81. Panday SK, Shashikala MHB, Koirala M, Pahari S, Chakrvorty A, Peng Y, et al. Modeling electrostatics

in molecular biology: A tutorial of Delphi and associated ressources. Living J Comp Mol Sci 2019; 1

(2):10841. https://doi.org/https://doi.org/10.33011/livecoms.1.2.10841

PLOS COMPUTATIONAL BIOLOGY Molecular evolution of the AT1 and AT2 receptors

PLOS Computational Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732 February 24, 2022 28 / 28

https://doi.org/10.1006/jmbi.1993.1626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8254673
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1468-6%5F5
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1468-6%5F5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34302671
https://doi.org/10.1002/jcc.20945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18351591
https://doi.org/10.1002/jcc.20289
https://doi.org/10.1002/jcc.20289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16222654
https://doi.org/10.1021/ct300400x
https://doi.org/10.1021/ct300400x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23341755
https://doi.org/10.1021/jp101759q
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20496934
https://doi.org/10.1021/jp062845o
https://doi.org/10.1021/jp062845o
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17092018
https://doi.org/10.1063/1.1755656
https://doi.org/10.1063/1.1755656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15268227
https://doi.org/10.1088/1749-4699/4/1/015002
https://doi.org/10.1088/1749-4699/4/1/015002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21686063
https://doi.org/10.1073/pnas.1309755110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23781107
https://doi.org/10.1016/0263-7855%2896%2900018-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8744570
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btl461
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btl461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16940322
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27207943
https://doi.org/10.1186/2046-1682-5-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22583952
https://doi.org/https://doi.org/10.33011/livecoms.1.2.10841
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009732


Annexe II.2 
 

Chapitres méthodologiques 

Chapitre 1: Homology Modeling of Class A G-Protein-Coupled Receptors in the Age of the Structure 

Boom.  Tiss A*, Ben Boubaker R*, Henrion D, Guissouma H, Chabbert M. Methods Mol Biol. 2021; 

2315:73-97. doi: 10.1007/978-1-0716-1468-6_5. PMID: 34302671. *Equal participation. 

 
Chapitre 2: Homology modeling in the twilight zone: Improved accuracy by sequence space analysis.  

Ben Boubaker R, Tiss A, Henrion D and Chabbert M. Methods Mol Biol (in press).  

 

Contexte et principales contributions 

 

Durant la période de confinement dû à la crise sanitaire en 2020, j’ai contribué à la rédaction de deux 

chapitres de modélisation dans la série Methods in Molecular biology dont je suis co-premier et premier 

auteur. Le premier chapitre porte sur la modélisation par homologie des RCPG. Il est intitulé « Homology 

Modeling of Class A G-Protein-Coupled Receptors in the Age of the Structure Boom » et a été publié en 

juin 2021 [29]. Il prend le récepteur de la bradykinine comme cas d’étude. Le deuxième  chapitre porte 

sur la modélisation par threading et prend la phéromone PRF1 de la salamandre comme cas d’étude. Il est 

intitulé « Homology modeling in the twilight zone: Improved accuracy by sequence space analysis ». Il a 

été accepté fin 2020 et est actuellement sous presse dans un volume intitulé « Homology Modeling » et 

édité par le Dr S. Filipek.. 

 

Lors de la rédaction du premier chapitre sur la modélisation des RCPG, j’ai contribué par une inspection de 

toutes les structures cristallographique des RCPG, permettant d’identifier les RCPG ayant des structures 

résolues ainsi que de caractériser ces structures (états d’activation, présence ou absence de l’ion sodium, 

résolutions des boucles…etc.). Cela a permis aussi d’identifier la longueur de toutes les boucles résolues et 

ainsi les patrons potentiels pour modéliser les boucles du récepteur cible. Ainsi, j’ai développé un script R 

pour l’analyse des longueurs de boucle des RCPG humains et leur visualisation sous forme d’histogramme. 

 

Dans le cadre du deuxième chapitre de modélisation, j’ai contribué à la mise au point d’une nouvelle version 

du package Bios2mds, un package R dédié à l'analyse de séquences biologiques par multidimensional 

scaling (MDS). Cette nouvelle version nous a permis de visualiser l’espace de séquence de la phéromone 

PRF1 de la salamandre et de détecter des séquences intermédiaires entre CNTF et PRF1, permettant ainsi 

la modélisation de la protéine PRF1 à partir de la structure cristallographique de CNTF. J’ai aussi contribué 

à la réalisation et à la comparaison des modèles de PRF1 réalisés avec  des outils automatiques (Robetta 

avec l’option RosettaCM, Phyre2 et  I-TASSER de Zhang Lab) basés sur des méthodes de threading, avec 

le modèle personnalisé obtenu avec Modeller  

https://link.springer.com/protocol/10.1007%2F978-1-0716-1468-6_5
https://link.springer.com/protocol/10.1007%2F978-1-0716-1468-6_5




























1 
 

 

 

 

 

 

Homology modeling in the twilight zone: Improved 

accuracy by sequence space analysis 

 

Rym Ben Boubaker, Asma Tiss, Daniel Henrion and Marie Chabbert* 

 

  

 

UMR CNRS 6015 – INSERM 1083, Laboratoire MITOVASC, Université d’Angers, Angers, 

France 

 

* To whom correspondence should be addressed 

 

  

2 
 

 

 

i. Running head (60 characters): Homology modeling in the twilight zone 

 

ii. Summary 

The analysis of the relationship between sequence and structure similarities during 

the evolution of a protein family has revealed a limit of sequence divergence for 

which structural conservation can be confidently assumed and homology modeling 

is reliable. Below this limit, the twilight zone corresponds to sequence divergence 

for which modeling requires specific “threading” methods. Initially, the term 

“threading” applied to molecular modeling methods that searched the 

compatibility between a sequence and a fold. Now, this term applies to homology 

modeling when a putative template can be found only by profile-profile mining 

methods. In this case, the challenge relies on the identification of a template that 

shares not only a common ancestor (homology) but also a conserved structure with 

the query. As both homology and structural conservation are transitive properties, 

mining of sequence databases followed by multidimensional scaling (MDS) of the 

query sequence space can reveal intermediary sequences to infer homology and 

structural conservation between the query and the template. Here, as a case study, 

we studied the plethodontid receptivity factor isoform 1 (PRF1) from Plethodon 

jordani, a member of a pheromone protein family present only in lungless 

salamanders and weakly related to cytokines of the IL6 family. A variety of 

threading methods led to the cytokine CNTF as a template. Sequence mining, 

followed by phylogenetic and MDS analysis, provides missing links between 

PRF1 and CNTF and allows reliable homology modeling. In addition, we compare 
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automated modeling through web servers to a customized model to show how 

modeling can be improved by user-added information. 

 

iii. Key Words:  

Molecular modeling, threading, twilight zone, profile-profile mining, cytokine, 

plethodontid receptivity factor 
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1 Introduction 

Since the resolution of the myoglobin structure in 1958 [1], the number of protein structures 

deposited in the Protein Data Bank [2] has increased exponentially to reach more than 160 

000 structures in 2020. These structures led to a better understanding of protein functions and 

mechanisms of action. They have paved the way to computational approaches for rational 

drug design, search of targetable allosteric sites, better understanding of structure-function 

relationships, and so on. However, in spite of the huge advances in the field, the sequence 

space increases much more than structural space and computational approaches towards many 

proteins still rely on molecular modeling. 

Presently, based on available structural information and deposited structures, proteins can be 

classified into four categories: (1) proteins with resolved structures, (2) proteins with closely 

related structurally resolved homologs that can be straightforwardly modeled by homology, 

(3) proteins within the twilight zone, for which structural information can be reached in spite 

of the absence of close structurally resolved homologs, and (4) proteins within the dark zone 

that lack similarity to any known structure and are inaccessible to homology modeling [3].  

These dark proteins present unexpected features, such as short sequence length, low 

evolutionary reuse, disulfide bonding and few known interactions with other proteins. In the 

human genome, about 40% of the protein sequences (including full proteins and protein 

regions) are dark, 40% have a resolved structure or a closely related template and 20% are in 

the twilight zone [4].  

The initial studies from the 1990s on the relationship between sequence and structural 

evolution remain valid today. In a hallmark paper, Sander and Schneider [5] determined a 

curve describing the limit of confidence between evolution of the sequence and conservation 

of the structure. This study was extended by Rost [6] who corroborated the main result: a 
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length dependent cutoff line separates close homologs with structural conservation from 

remote homologs with unknown structural similarity. The length of the aligned sequence is a 

key factor for confidence level in structural conservation. A cutoff of about 20% for a 

sequence of 200 amino acids or longer separates the safe zone for homology modeling from 

the twilight zone (Fig. 1). This does not mean that homology modeling is not possible in the 

twilight zone, nor that modeling errors are not possible in the safe zone, but this points to the 

additional difficulties that arise in the twilight zone.  

Insert Fig. 1 here. 

Homology modeling is based on evolution. Proteins do not arise from scratch and can be 

classified into families. Homologous proteins within a family evolved from a common 

ancestor and share sequence, structural, and, to a lesser extent, functional similarities [7]. The 

structural conservation within a family is the keystone of molecular modeling. Using known 

structures of homologous proteins (the templates) and a multiple sequence alignment between 

the query and the templates, homology modeling programs such as MODELLER [8] build 

restraints and optimize the query structure from the template structures. In the safe zone, the 

sequence identity between the query and putative templates is high enough to infer that these 

proteins belong to the same family and share a common structure. By contrast, in the twilight 

zone, the similarities may arise from chance, convergence or common ancestry, which raises 

several issues:  

(1) Finding templates by straightforward sequence-sequence comparison methods is not 

possible. This point has led to the development of “threading” methods based either on 

compatibility of sequence and fold or on profile-based search (see below). 

(2) Additional information may be necessary to find evidence of common ancestry 

(homology) between template and query and infer the conservation of the structure. Indeed, 

very low identity rates may correspond to divergent or convergent evolution. In addition, 
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random alignment leads to 5% sequence identity whereas, in highly divergent families, 

sequence identities can be as low as 8% (see an example in Fig. 2).   

(3) Alignment between query and template(s) may be difficult. Indeed, the cutoff also 

separates easy from tricky alignments which may alter the quality of the homology modeling. 

Alignments are greatly improved by the use of multiple sequence alignment methods [9,10] 

but their accuracy remains challenging at low sequence identities. 

Thus, the challenge of molecular modeling in the twilight zone relies on the recognition of 

correct templates and generation of accurate sequence-template alignments [6]. In this 

chapter, for clarity purpose, we will use, as a case study, the plethodontid receptivity factor 

isoform 1 (PRF1) from Plethodon jordani. This protein, for which structural and evolutionary 

data are missing, was discovered in 1999. It is a member of a pheromone protein family 

present only in lungless salamanders, with weak similarity with cytokines of the IL6 family 

[11]. We will show how sequence analysis methods, in particular multidimensional scaling 

(MDS), support the homology and structural conservation between PRF1 and cytokines of the 

IL6 family, by revealing intermediary sequences. We will also show how modeling of PRF1 

can be improved by a variety of techniques.  

 

 

2 Materials 

2.1 Databases 

1. UniProt (https://www.uniprot.org/) is a comprehensive resource of protein sequences and 

functional information [12]. It is composed of the manually curated SwissProt and of the 

automatically annotated trEMBL repositories. It contains not only protein sequences but 

also additional information including related 3D structures or models, and identifiers of 

the protein family in different family databases such as Pfam [13] and InterPro [14].  
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2. The Protein Data Bank (PDB, accessible at https://www.rcsb.org/ ) is the repository of 

biological macromolecular structures [2,15]. 

3. SCOP (Structural classification of proteins) [16] is a  repository of protein folds, based on 

an initial classification into five structural classes: all alpha, all beta, alpha/beta, 

alpha+beta and small proteins. 

  

2.2 Sequence analysis 

1. NRDB90.pl [17] is a perl script aimed at clusterizing sequences based on sequence 

identity to build non-redundant sets. It can be downloaded from ftp://biodisk.org . 

2. Different programs such as CLUSTAL [18], MUSCLE [19,20] and T-COFFEE [21] can 

be used to perform multiple sequence alignments (MSA).  

3. The EXPRESSO program from the T-COFFEE suite [22] provides a multiple sequence 

alignment based on structural alignments, which may be a useful initial step for aligning 

proteins with low identities (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:expresso).  

4. MSA can be manually edited using Genedoc [23], a program aimed at editing and 

analyzing MSA through a graphical interface and available at 

https://genedoc.software.informer.com/ . Subsequent phylogenetic analysis can be 

performed by the user-friendly MEGA software (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) [24] available at https://www.megasoftware.net/ . 

5. The R package Bios2mds [25] is aimed at analyzing MSAs by multidimensional scaling 

and provides tools for user-friendly visualization of the sequence space (see Note 1).  

 

2.3 Template mining 

A variety of programs can be used to mine homologs in sequence databases. The choice of the 

program depends on the putative sequence identities between the query and the hits. Sequence 

- sequence comparison programs are adequate in the safe zone whereas sophisticated profile - 
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profile searches are adapted to the twilight zone. Initially, “threading” referred to the search of 

a template by analyzing the compatibility of a sequence with a protein fold. Presently, 

“threading” refers to any method searching a template by sequence-profile or profile-profile 

comparison.  

Here is a non-exhaustive list of sequence database mining programs:  

1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [26], based on local sequence similarity, 

allows fast sequence-sequence comparison. 

2. PSI-BLAST (Position-Specific Interactive BLAST) [27] is based on sequence-profile 

comparison. It derives a position-specific scoring matrix (PSSM) from the multiple 

sequence alignment of sequences detected above a given score threshold using protein–

protein BLAST. 

3. HMMER  [28] is a sequence-profile comparison method based on profile hidden Markov 

models (HMMs) (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hmmer). 

4. Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0) [29] performs its searches 

by mining a database of profile HMMs, one for each known 3D structure 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/ ).  

5. HHPred [30-32] performs HMM-HMM profile searches in sequence databases to find 

homologs (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred ). 

6. LOMETS (local meta-threading-server) [33] performs template searches using eleven 

different threading methods (see Note 2). Starting from a query sequence, LOMETS 

works in three steps: (1) Building a sensitive (or deep) MSA, (2) Threading the deep MSA 

by individual programs, and (3) Ranking templates with a specific scoring function which 

takes into account normalized Z-scores and sequence identities. For each method, the 

normalized Z-scores differentiate good/bad templates (threshold of 1)  

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/ ).  
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7. SUPERFAMILY finds a protein fold based on a collection of hidden Markov models, 

which represent structural protein domains at the SCOP superfamily level [34,35]. 

SUPERFAMILY is a “true” threading program, aimed at finding a protein fold 

(https://supfam.org/SUPERFAMILY/  ). 

 

2.4 Secondary structure prediction  

When searching information for a protein without close structurally resolved homologs, 

prediction of secondary structure (SS) may yield useful information. Best performances for 

SS prediction are obtained with programs based on multiple sequence alignment profiles and 

neural networks, such as PSIPRED [36,37] (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) and SPIDER3 

[38] (https://sparks-lab.org/server/spider3/). 

 

2.5 Automated structure prediction 

Several web servers can perform automated structural prediction from a query sequence. They 

are based on threading methods to find templates, and then they use different methods for the 

subsequent modeling steps. Here, we list three automated 3D prediction servers compared in 

this Chapter: 

1. Phyre2 [29] : After template detection by mining a HMM database, the subsequent 

molecular modeling step is carried out with MODELLER  based on the resulting sequence 

alignment between query and templates (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/ ). 

2. I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) [39-41] is a hierarchical 

approach to protein structure prediction. It first identifies structural templates by 

comparing the best hits from the “best” ten out of fourteen threading methods with 

LOMETS, and then it builds full-length atomic models by iterative template-based 

fragment assembly simulations (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 
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3. ROBETTA [42] is a protein structure prediction service. In the option for Rosetta 

Comparative Modeling (RosettaCM) [42], four independent methods (see Note 3) are 

used to detect templates and generate sequence alignments, and then models are built from 

template hybridization (https://robetta.bakerlab.org ).  

 

2.6 Customized structure prediction 

For users who wish to build their own models, the MODELLER program [8] builds  

molecular models of the query from the template structure(s) by minimizing structural, 

stereochemical and user-defined restraints. The structural restraints are based on the structure 

of the template(s) and the alignment between query and template(s). To customize models in 

order to match structural and functional requirements, expert information can be introduced 

by (1) adding user-defined restraints such as distance between two residues or secondary 

structure elements in the modeling procedure and (2) by combining user-selected templates 

and template fragments.  

 

2.7 Model validation 

With threading methods, the metrics to compare models and templates must be more sensitive 

to the global fold similarity than to local structural variation. This is not the case of the 

traditional root-mean-square deviation (RMSD). The TM-score (see Note 4) has been 

specifically designed to solve this problem [43]. A threshold of 0.5 differentiates proteins with 

similar fold from proteins with different fold [44]. TM-scores can be calculated after 

structural alignment with TM-align [45] at the Zhang lab server 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/ ).    

 

2.8 Graphical analysis  
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Graphical analysis of templates and models can be carried out by a variety of molecular 

visualization programs, such as Chimera [46] or Pymol (https://pymol.org/ ). Note that the 

low identity rates between template and query sequences in the twilight zone prevent the use 

of sequence-based structural superposition functions, such as the align function in Pymol.  

 

3 Method  

3.1 Our case study 

As a case study, we chose a small protein, the plethodontid receptivity factor isoform 1 

(PRF1) from Plethodon jordani (UniProt entry: Q9PUJ2_PLEJO) [11]. This 215 amino acid 

protein (including a 23 amino acid peptide signal) is a courtship pheromone produced by 

males to increase female receptivity (see Note 5).  When PRF1 was discovered in 1999, it was 

acknowledged that its sequence was weakly related (around 16% sequence identity) to the 

ciliary neurotrophic factor (CNTF) and cardiotrophin-1 (CTF1), two cytokines of the 

interleukin-6 (IL6) family [11]. Since then, two additional cytokines of the IL6 family have 

been discovered: cardiotrophin-2 (CTF2, absent in humans) [47] and the cardiotrophin-like 

cytokine factor 1 (CLCF1) [48]. CTF2 and CLCF1 have, respectively, 26% and 20% 

sequence identity with PRF1.  

In mammals, the IL6 family of cytokines includes IL6, interleukin-11 (IL11), leukemia 

Inhibitory factor (LIF), oncostatin M (ONCM), CNTF, CTF1, CTF2 and CLCF1. Albeit the 

sequence identities can be as low as 8%, these cytokines share a common four-helix bundle 

fold with an up-up-down-down topology (Fig. 2). In addition, they signal through the gp130 

receptor subunit and share similar binding sites with cognate receptors (see Note 6) [49-52].  

Crystal structures have been resolved for five cytokines from the IL6 family: IL6 (1ALU [53], 

5FUC [54]), IL11 (4MHL [55]), CNTF (1CNT [56]) , LIF (1EMR, 1LKI [57], 2Q7N [58], 
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and ONCM (1EVS  [59]). No crystal or NMR structure has been reported to date for PRF1 or 

cardiotrophin-like cytokines.  

Insert Fig. 2 here. 

 

3.2 Template search by PDB mining 

In InterPro, PRF1 is described as belonging to the 4_helix_cytokine-like_core superfamily 

(IPR009079) and to the PRF/Cardiotrophin-like family (IPR010681).  Additional information 

from the PRF1 sequence was searched for using the SUPERFAMILY assignment server [34]. 

SUPERFAMILY predicts that PRF1 is in the class of All alpha proteins, and belongs to the 

fold/superfamily of 4-helical cytokines with an E-value of 3 10-55 (see Note 7). It also 

suggests an “uncertain” classification for the family level as Long-chain cytokine with an E-

value of only 0.005.  

The next step to find a template was the mining of the PDB in search of homologs. Using the 

mature sequence of PRF1 (residues 24-215) as a query, we performed different searches 

(Table 1): 

1. Straightforward mining of the PDB with BLAST: this search led to no hit  

2. Sequence - profile search: A PSI-BLAST search seeded with the PRF1 sequence, 

followed by selection of hits on most query sequence (>60%), led to CNTF as a hit with 

an unreliable E-value of 5.9 

3. Profile HMM search: Profile search using the HMMER program [28] was carried out on 

the HHpred server. The search led to two hits, CNTF and LIF, as putative templates with 

very significant E-values of 10-10 or lower 

4. Profile HMM - profile HMM search: the HHpred algorithm led to six hits with E-values 

lower than 0.1: CNTF, LIF, ONCM, IL11, GCSF (granulocyte colony-stimulating factor) 
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and IL6. Among them, GCSF (E-value of 8 10-13) is a 4-helical cytokine that does not 

belong to the IL6 family, but shares the same up-up-down-down four-helix bundle fold. 

 

3.3 Template search with LOMETS 

Finally, a comparison of 11 threading methods was carried out with the LOMETS server [33] 

(Table 2). All the methods, but one, classified CNTF or LIF as best hits. Only CEthreader, 

which is a contact-based method, privileged prolactin (PDB 1RW5). This growth factor 

shares the four-helix bundle fold of the IL6 cytokines. Most additional hits include cytokines 

of the IL6 family (ONCM, IL11, IL6) or cytokines/growth factors with same four-helix 

bundle fold (prolactin, lactogen, IL23). However, several methods also found IL1Ra, the 

interleukin-1 receptor antagonist (PDB 1ILR) [60] that has a beta barrel fold (see Note 8). 

This finding serves as a reminder of how cautious users need to be when analyzing threading 

results.  

 

3.4 Sequence space investigation 

As exemplified by IL1Ra in LOMETS results (Table 2), finding a template by threading does 

not prove that there is homology, i.e. a common ancestor, between the template and the query, 

nor that the structure is conserved. The identity of 16% between the PRF1 query and the 

CNTF or LIF templates is positioned in the twilight zone (Fig. 1). However, homology and 

structural conservation are transitive properties.  Investigation of the sequence space of the 

query analogs may reveal sequences homologous to both query and template(s) in the safe 

zone and consequently validate the template. Indeed, finding intermediates is an efficient 

strategy to reduce false positives [6,30].  

To investigate the query sequence space, several steps must be carried out:  
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1. Blast search of the query homologs in sequence databases. Here, using PRF1 as a query in 

UniProt vertebrate sequences, we obtained 602 hits with E-value lower than 10. Among 

them, 190 sequences corresponded to salamander receptivity factors and shares with PRF1 

sequence identities larger than 60%. Among very significant hits (E-value < 10-10), several 

sequences are known cytokines: human and mouse CLCF1, human and mouse CTF1, 

mouse CTF2. Interestingly, the sequence of chicken CNTF was identified with an E-value 

of 5 and a sequence identity of 20%.  

2. Building of a non-redundant (NR) set of the hits. This step considerably reduces the 

number of sequences investigated by suppressing non informative, highly similar 

sequences. Here, we built a NR set of PRF1 hits (id <90%), first by selecting sequences 

with length between 150 and 360 aa, and then, by clustering these sequences using the 

NRDB90.pl script [17]. The MSA of the NR set was carried with Clustal [18]  and 

manually edited with Genedoc [23]. At this stage, a few additional truncated sequences 

were removed. This led to a non-redundant set of 125 aligned sequence sequences to 

which we added the human CNTF sequence. Computation of sequence identities on this 

alignment revealed that the closest neighbors to PRF1 are proteins from coelacanth 

(H3AGE1_LATCH, 31% id), turtle (K7FE02_PELSI, M7BAK3_CHEMY, 28%) and 

alligator (A0A3Q0FUK7_ALLSI, 27%).  

3. Building a phylogenetic tree of the NR set. Using the alignment of the NR set, a Neighbor 

Joining tree was built with the MEGA software [24] (Fig. 3a). This tree visualizes the 

PRF, CTF1, CTF2, CLCF1 and CNTF sub-families along with the closest neighbors of 

PRF1.  

4. Visualizing the sequence space of the non-redundant set. Using the bios2mds R 

package [25], we could visualize the sequence space of the PRF1 homologs by 

multidimensional scaling (Fig. 3b). The first two dimensions are driven by the differences 
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between CTF1, CTF2 and CLCF1 cytokines. CNTFs and PRFs are projected towards the 

center of the first two dimensions. To better visualize the relationship between these 

proteins, we projected the sequences onto the third and fourth dimensions. In this case, we 

observed the closest neighbors of PRF1 at intermediary positions between PRFs and 

CNTFs. Indeed, these sequences are above the twilight threshold for human and/or 

chicken CNTF, strongly supporting the assumption of homology between PRF1 and 

CNTF (Fig. 2b).  

Insert Fig. 3 here. 

 

3.5 Template analysis 

As several structures of IL6 cytokines are available, careful graphical analysis may give 

information on conserved and variable elements that should be taken into account for 

modeling. Models are less reliable in the variable parts and more reliable in variable parts.  

Fig. 4a displays the crystal structure of human CNTF superimposed with structure of LIF, 

IL6, ONCM and IL11. The superposition was carried out with the super function of Pymol, 

based on structures because the low sequence identities between these cytokines prevented the 

use of the align function based on sequence identities.  

Insert Fig. 4 here. 

The general topology of the four-helix bundle is conserved but specific properties are 

observed. LIF has shorter helices A and D on the “bottom” side but otherwise does not 

present marked differences. Shorter helices A and D are also observed for IL6. In addition, 

IL6 has shorter helices B and C on the “top” side and a 12 residue long α-helix in loop CD. 

ONCM has a strong distortion in helix A, an insertion with two helical turns in loop BC and 

two helical elements in loop AB. A helical element is also observed in loop BC of IL11 and 

distorts the C-terminus of helix B.  
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3.6 Sequence alignment  

MODELLER uses spatial restraints based on the alignment between query and template(s) to 

build a model. The alignment step is thus crucial for the quality of the model. In the twilight 

zone, straightforward alignment of the query and the template should be avoided as they do 

not lead to reliable alignment. It was early acknowledged that MSA methods lead to improved 

quality of the alignment [9]. Here are some tips: 

1. First, use large homolog sets to build an MSA. Then, manually inspect the MSA, compare 

it to structural alignment of the templates and correct it if necessary with Genedoc [23]. 

This should limit template/query alignment errors.  

2. You may use EXPRESSO [22] to obtain an initial sequence alignment of all the putative 

templates based on their structural alignment. Compare the sequence alignment to the 

superimposed structures and correct if necessary.  

3. Subsequently, you may use this template profile as a seed to align the query and its 

homologs.  

4. Visual inspection of MSA is mandatory to insure that the alignment is correct.  

5. In any case, never forget that sequence alignment may be the limiting step of homology 

modeling. 

 

3.7 Loop modeling 

Long loops are challenging to reliably model due to combination of different factors: (1) they 

have high sequence and structural variability, (2) they are frequently missing in templates 

(e.g. the CNTF template in which loops AB and CD are missing and partly missing, 

respectively), and (3) the functions developed for loop modeling, such as model_loop in 

MODELLER [61], are suited to short loops but not long loops. Two options are possible to 
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improve modeling of long loops: (1) SS prediction programs may suggest SS elements in 

these long loops that can be introduced in the modeling procedure; and (2) loops with the 

same (or, if not possible, similar) size in related proteins may be used as templates.  

In our case study, the long loops joining helices A and B, and helices C and D are highly 

variable and they are missing or partially missing in all the templates except LIF (Fig. 5). 

However, we note that the loops AB of LIF, ONCM and IL6 present helical elements. In 

loops CD, a long helix is observed only for IL6. To gain information on putative secondary 

elements in the long loops of PRF1, we used the SS prediction programs PSIPRED [36] and 

SPIDER3 [38]. Both programs predicted a helical element at the C-terminus of loop AB that 

should be taken into account for modeling (Fig. 5). In addition, careful scrutiny of the 

templates indicates the strong conservation of a proline residue from loop AB at the cleft 

between helices B and D (Fig. 4b). This position might tether the loop AB at the cytokine 

surface and should be an element to take into account for PRF1 modeling.  

Insert Fig. 5 here. 

 

3.8 Model building 

In this last step, we compare the models of PRF1 obtained with three automated modeling 

procedures through web servers (Phyre2, RosettaCM and I-TASSER) to a customized model 

built with MODELLER. Concerning the automated models, the four-helix bundle fold was 

obviously recognized in the three cases, although RosettaCM did not provide information on 

the templates used. I-TASSER uses the first hits from the best ten out of fourteen threading 

programs: CNTF (best hit for four programs), LIF (best hit for five programs) and ONCM 

(best hit for one program). In Phyre2, CNTF, LIF, IL11 and ONCM were found with a 

confidence level ≥ 99.8%.  

The customized PRF1 model was built with MODELLER with the following parameters: 
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1. LIF (PDB 1EMR) and CNTF (PDB 1CNT) were used as templates after structural 

comparison (Fig. 4). 

2. Loop CD was modeled by homology with LIF, with the two residue insertion positioned 

as indicated in Fig. 5. 

3. Loop AB of PRF1 contains a six residue insertion compared to LIF. Thus, the N-terminus 

of loop AB (up to the anchor proline) was built from the LIF template and the insertion 

was positioned at the C-terminus with a helical restraint corresponding to the helical 

prediction.  

4. PRF1 Phe-70 is homologous to CNTF Trp-64 which is crucial for receptor alpha binding 

[62-64]. We did not constraint this residue in the modeling procedure but checked its 

orientation in the models as a criterion for structural validation.  

Fig. 6 displays the three automated models superimposed on the customized MODELLER 

model. No significant difference was observed for the four-helix bundle core, but the loops 

AB were markedly different. Among automated models, only the Phyre2 model predicted a 

position of Pro-61 similar to the customized model. By contrast, only RosettaCM predicted a 

helical element at the C-terminus of loop AB. However, the exposed orientation of Phe-70, 

similar to the orientation of Trp-64 in CNTF, was observed only in the customized model, 

supporting the positioning of the helical element predicted by SPIDER3 and PSIPRED.  

Insert Fig. 6 here. 

The TM-scores between models and templates (Table 3) can assess the quality of the models. 

The higher scores obtained by the customized and the Phyre2 models with the CNTF and LIF 

templates, respectively, reflect the templates favored by MODELLER in the modelling 

procedure, while the I-TASSER and RosettaCM work by template based fragment assembly 

or model hybridization, and do not match a template as closely as the customized and Phyre2 
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models. In any case, the high TM-scores are consistent with similar folds and corroborate the 

“threadability” of PRF1 [65].    

 

3.9 Concluding remarks 

This chapter provides an example of homology modeling in the twilight zone. It is important 

to note that all the threading methods used to find templates led to similar results (Tables 1 

and 2). This is a general observation that threading methods succeed or fail together for 

molecular modeling of proteins in the twilight zone [65]. Indeed, “best” templates of any 

method, including CEthreader, share the up-up-down-down four-helix bundle fold of the IL6 

family. Nevertheless, several methods found a hit with a beta barrel fold. Caution is thus 

always recommended when threading methods must be used. Here, the TM-scores obtained 

for the PRF1 models (Table 3) indicate high “threadability”, which is consistent with the four-

helix bundle fold recognized as “best” hit by the different threading methods. The sequence 

space analysis corroborates the homology between the query and the templates by finding 

intermediate sequences linking PRF1 and CNTF. The most difficult task remains the 

modeling of the long loops. In this case, additional information provided by the user may 

improve the quality of the model, based on structural or functional criteria. Finally, 

“unthreadability” appears as a property inherent to protein fold [65]. Exploration of the dark 

zone will require the development of ab initio approaches to deduce the three dimensional 

structure of a protein from physics and physico-chemical principles alone.  

 

4 Notes 

1. Multidimensional scaling is a multivariate analysis method that transforms a distance 

matrix into points in a low dimensional space. The distances between points in the 

resulting space are as close as possible to the distances in the original matrix [66]. When 
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applied to an MSA, this method allows the 2D or 3D visualization of the sequences (the 

sequence space) based on the identity or on the similarity matrix of the sequences in the 

MSA.    

2. LOMETS [33] compares eleven threading methods. Four of these methods (CEthreader, 

MUSTER, Neff-MUSTER and PPAS) have been developed by Zhang and coworkers 

[33,67,68]. The methods are based on contact searches (CEthreader), sequence profile – 

sequence profile searches (MUSTER, Neff-MUSTER, FFAS-3D [69], PPAS, 

PROSPECT2 [70], SP3 [71], SparksX [72]) and profile HMM – profile HHM searches 

(HHsearch [31], HHpred [30], and PRC [73]). 

3. In RosettaCM, the four independent threading methods used to detect templates are 

RaptorX [74], HHpred [30], Sparks-X [72], and Map align [75]. 

4. TM-score is a metric for assessing the topological similarity of protein structures.  It gives 

more weight to smaller deviations than to larger deviations and is thus more sensitive to 

the global fold than traditional root mean square deviations. In addition, it is scaled by 

sequence length. TM-scores have values in [0,1] range, with 1 indicating a perfect match 

between two structures. Scores are higher than 0.5 for structures with similar folds and 

lower than 0.17 for randomly chosen unrelated proteins [41,43]. Interestingly, a TM-score 

threshold of 0.4 can also be used to differentiate “threadable” from “non threadable” 

proteins. The “threadability” of a protein appears related to inherent properties of the 

protein fold [42]. 

5. The Plethodontidae or lungless salamanders have complex mating behaviors and 

courtship rituals.  PRF1 is produced in a gland on the male’s chin and delivered to the 

female during courtship by scratching or slapping. A male using the scratching mode of 

delivery administers the pheromone by wiping his mental gland across the female’s 

dorsum while scraping her skin to deliver the pheromone directly into the female’s 
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circulatory system. In the slapping delivery mode, the male slaps its gland directly across 

the female’s nares to deliver the pheromone to chemoreceptors in the vomeronasal organ 

[76]. 

6. The cytokines of the IL6 family [49-51] are long chain four-helix bundle proteins. In spite 

of low sequence identities (8-20%), these cytokines share a common fold with an up-up-

down-down topology for the four A to D helices. In mammals, the family includes IL6, 

IL11, LIF, ONCM, CNTF, CTF1, CTF2 (absent in humans) and CLCF1. These cytokines 

recruit two receptors, including the common gp130 receptor and a second variable 

receptor (gp130, LIFR or OSMR). The two receptors transactivate each other to trigger a 

cellular response through JAK/STAT pathways. In addition, a third receptor (the α 

receptor) without intracellular part may be recruited to increase the affinity.  These 

receptors bind three conserved sites of the cytokines (Fig. 2). The site I located on helix D 

and loop AB binds the α receptor, site II located on helices A and C binds gp130 and site 

III at the top of helix D binds either gp130, LIFR or OSMR. The signature of LIFR 

binding is an FxxK motif at the N-terminus of helix D. 

7. Expect-value or E-value describes the number of hits “expected” by chance when 

searching a database of a particular size. It depends on both the matching score and the 

length of the query. The closer to 0 the E-value is, the more significant the hit is.  

8. Six threading programs (CEthreader, SparksX, FFAS3D, HHsearch, SP3, PPAS), based 

on three different search methods, find the interleukin-1 receptor antagonist (IL1Ra) as a 

putative “good” hit. This protein (PDB: 1ILR) has a very different beta trefoil structure 

[60]. The beta trefoil fold consists of six beta hairpins, each formed by two beta strands. 

Together they form a beta barrel with a triangular cap and an approximate three-fold 

symmetry.   
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Figure Captions 

Fig. 1: Schematic representation of the dark, twilight and safe zones for molecular modeling 

of a protein as a function of the sequence identity and aligned length between the query and 

the template. Above the yellow line (drawn from [5]), the light grey zone indicates the safe 

zone of homology modeling. Below the yellow zone, the dark grey zone indicates the twilight 

zone for which molecular modeling becomes increasingly difficult because sequence identity 

does not infer structural conservation. In the twilight zone, templates cannot be found with 

BLAST and threading methods must be used. When they fail, the dark zone is reached. Note 

that any two proteins have at least 5% sequence identity (dashed blue line).  

 

Fig. 2: Cytokines of the IL6 family. (a) General up-up-down-down topology of the four-helix 

bundle fold of this cytokine family. The helices are numbered from A to D. The positions of 
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the three conserved sites of interaction with the cognate receptors are indicated. Site II 

interacts with gp130, site III interacts with either gp130, LIFR or OSMR, while site I can 

interact with a third, specific, “α” receptor. See Note 6 for details; (b) Sequence identities 

between PRF1, its closest homologs and the cytokines of the IL6 family. The color code 

indicates the reliability of the sequence identity (green: safe zone, yellow: transition zone, red: 

twilight zone).  

 

Fig. 3: Evolutionary information on PRF1. (a) NJ tree of PRF1 homologs (500 bootstraps); 

(b) Sequence space of the PRF1 homologs with projection of the sequences onto the first and 

second dimensions (top) and onto the third and fourth dimensions (bottom) of the MDS 

analysis.  The PRF1 homologs were obtained by mining UniProt with BLAST, followed by 

clustering to obtain a non-redundant set. The MDS analysis was carried out with the 

bios2mds package. In (a) and (b), the color code is as follows: PRF proteins: red, CNTF: 

orange, CTF1: dark blue, CTF2: magenta, CLCF1: green, the closest four homologs: black, 

others: grey. In (a), labels indicate PRF1 (red circle), human CTF1 (blue circle), murine CTF2 

(cyan circle), human CLCF1 (green circle), human CNTF (orange diamond), chicken CNTF 

(orange circle), K7FE02_PELSI (black circle), M7BAK3_CHEMY (black square), H3AGE1 

LATCH (black triangle) and A0A3Q0FUQ7_ALLSI (black diamond). In (b), only black 

labels for closest PRF1 homologs are shown.   

 

Fig. 4: Comparison of different templates. In (a), a ribbon representation of CNTF (white) is 

superimposed with LIF (orange), IL6 (cyan), ONCM (magenta) and IL11 (blue). Regions 

structurally different as compared to CNTF are indicated by a darker color for clarity purpose. 

In (b), zooming on the AB loop reveals the conserved positioning of a proline residue (shown 

as stick) in the cleft between helices B and D in LIF, IL6, ONCM and IL11. Note that the 
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loop AB is absent in the CNTF structure. The PDB files are 1CNT (CNTF), 1EMR (LIF), 

5FUC (IL6), 1EVS (ONCM) and 4MHL (IL11). 

 

Fig. 5: Alignment of PRF1 versus a structural alignment of the templates. The initial 

alignment based on structure superposition was obtained with EXPRESSO and manually 

refined. The SS predictions were obtained by SPIDER3 and PSIPRED from the sequence of 

PRF1. Residues in blue indicate the sequences of the peptide signal. Residues in italic are 

missing in the PDB files. The homologous CNTF Trp-64 and PRF1 Trp-70 residues are 

highlighted in yellow on black background because this position may be involved in the 

binding of a specific “α” receptor.  

 

Fig. 6: Comparison of the PRF1 models. In (a), the customized MODELLER model (white 

and yellow) is superimposed with the best models obtained with RosettaCM (blue), I-

TASSER (green) and Phyre2 (pink). Pro-61 and Phe-70 are indicated by sticks. The yellow 

ribbon in the MODELLER model indicates the user-added helical restrains. In (b), the 

zooming on the C-terminal part of loop AB reveals that the superposition of the phenyl ring of 

CNTF Trp-64 (cyan) with PRF1 Phe-70 (yellow) in the customized MODELLER model is 

not observed in the other three models.  
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TABLE 1 

PDB mining using the PRF1 sequence as a query 

Search method Program Hits1 E-value 

Sequence based BLAST No hit 
 

Sequence profile based PSI-BLAST CNTF 5.9 

Profile HMM based HMMER CNTF 

LIF 

7 10-20 

4 10-10 

Profile HMM – Profile HMM based HHpred CNTF 

LIF 

IL11 

ONCM 

GCSK 

IL6 

7 10-32 

3 10-31 

5 10-28 

8 10-26 

8 10-13 

2 10-7 

     

1 For clarity purpose, only the proteins (and not the PDB numbers) are indicated. Italics fonts 

indicate a growth factor with the same four-helix bundle fold as the IL6 family.  
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TABLE 2 

Comparison of the LOMETS threading programs using the PRF1 sequence as a query 

Program1 Method2 Top hit3 Additional hits with Zn > 13,4 

HHpred HMM CNTF LIF, IL11, ONCM 

CEthreader Contact Prolactin IL11, CNTF, lactogen, LIF, IL1Ra 

SparksX Profile CNTF LIF, IL11, ONCM, IL1Ra, IL6, prolactin 

FFAS3D Profile CNTF LIF, ONCM, IL11, GCSF, IL6, IL1Ra, prolactin, lactogen 

MUSTER Profile LIF CNTF, ONCM, IL11 

Neff-MUSTER Profile LIF CNTF 

HHsearch HMM LIF CNTF, ONCM, IL11, GCSF, IL6, IL1Ra 

SP3 Profile LIF CNTF, ONCM, IL11, IL6, GCSF, IL1Ra, prolactin 

PPAS Profile CNTF LIF, ONCM, IL11, GCSF, IL6, IL1Ra, IL23 

PROSPECTOR2 Profile CNTF LIF, ONCM, IL11 

PRC HMM LIF CNTF, ONCM, IL11 

 

1 The programs are ranked as determined by LOMETS. See Note 2 for references.  

2 HMM corresponds to profile HHM – profile HMM based searches; profile corresponds to 

sequence profile – sequence profile based searches.  

3 For clarity purpose, only the proteins (and not the PDB numbers) are indicated.  

4 Normalized Z-scores (Zn) indicate the quality of the hits. They are considered “good” above 

the threshold of 1. The hits are sorted by decreasing Zn. When several hits correspond to the 

same protein (different origins, conditions or methods), only the first hit is indicated. Italics 

fonts indicate four-helix bundle cytokines/growth factors that do not belong to the IL6 family 

but share the same fold. The bold fonts for IL1Ra highlight a hit with a beta barrel fold.  
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TABLE 3 

TM-scores of the PRF1 models 

 

 TM-score1 

Method CNTF LIF 

I-TASSER 0.71 0.76 

RosettaCM 0.69 0.69 

Phyre2 0.68 0.88 

Customized 0.78 0.85 

 

1 The TM-scores between the PRF1 models and the CNTF and LIF templates were computed 

using the length of PRF1 as reference.  
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Fig. 4 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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Abstract 1: G Protein-coupled Receptors in Radioiodine-refractory Thyroid Cancer in the Era of Precision 

Medicine. Suteau V, Seegers V, Munier M, Ben Boubaker R, Reyes C, Gentien D, Wery M, Croué A, Illouz 

F, Hamy A, Rodien P, Briet C. J Clin Endocrinol Metab. 2021 Jul 13;106(8):2221-2232 

 

Abstract 2:  Identification of dysregulated expression of G protein coupled receptors in endocrine tumors 

by bioinformatics analysis: potential drug targets. Suteau V, Munier M, Ben Boubaker R, Wery M, Henrion 

D, Rodien P, Briet C. Cells 2022, 11, 703.  

 

 

 

Contexte et principales contributions 

 
Travailler dans une équipe multidisciplinaire avec des médecins et des biologistes m’a permis d’assister 

mes collègues par la conception des outils nécessaires à l’analyse de leurs données cliniques, ce qui a 

résulté en deux publications dont je suis co-auteur.  

Dans ces 2 articles j’ai conçu les scripts R nécessaires pour filtrer les données  expérimentales et bio-

informatiques et les représenter en forme de heatmaps ou  volcanoplots afin d’identifier les RCPG 

potentiellement d’intérêt thérapeutique pour le traitement du cancer et qui peuvent être ciblés par des 

médicaments approuvés à partir de bases de données pharmacologiques. 

Ces articles sont représentés en forme d’abstract dans ce rapport mais sont accessible en ligne sous les 

liens suivants : .  

 doi: 10.1210/clinem/dgab343.PMID: 34000025 

 https://doi.org/10.3390/cells11040703 

 

https://academic.oup.com/jcem/article-abstract/106/8/2221/6277036?redirectedFrom=fulltext
https://academic.oup.com/jcem/article-abstract/106/8/2221/6277036?redirectedFrom=fulltext
https://www.mdpi.com/2073-4409/11/4/703
https://www.mdpi.com/2073-4409/11/4/703


 



 



mots-clés : AT1, AT2, RCPG, dynamique moléculaire, stress mécanique. 

keywords : AT1,  AT2, GPCR, molecular dynamics simulations, mechanical stress. 
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Résumé :   Les récepteurs de l’angiotensine II de type 1 (AT1) et de type 2 (AT2) sont deux récepteurs qui 
appartiennent à la superfamille des RCPG. Ces récepteurs sont impliqués fortement dans l’homéostasie 

cardiovasculaire et la pression artérielle. En absence de leur ligand naturel, certains RCPG sont activables par des 

forces mécaniques (forces de cisaillement ou étirement membranaire) ou par des lipides anioniques tels que les 
DOPG mais nous ignorons encore comment ces facteurs externes modifient les mécanismes moléculaires 
d’activation des récepteurs de l’angiotensine. Nous avons donc réalisé des simulations de dynamique moléculaire 
classique et dirigée des récepteurs AT1 et AT2 en modélisant le stress mécanique sous forme de tension de surface, 
mimant ainsi l’effet d’étirement. Nous avons examiné les mécanismes d’activation de ces deux récepteurs en 
absence et en présence de l’ion sodium, un régulateur allostérique négatif, ainsi que dans des environnements 

lipidiques différents (DOPG/POPC). Nos simulations dynamiques classiques montrent que l’activation du récepteur 
AT1 par l’effet des lipides anioniques DOPG couplé à une tension de 20 dyn/cm conduit à l’adoption d’une 
conformation active particulière « non-canonique ». En utilisant les simulations dynamiques dirigées, nous avons 
montré les étapes mécanistiques d’activation des récepteurs AT1 et AT2 et nous avons pu ainsi identifier la structure 
non canonique d’AT1 comme une structure intermédiaire d’activation. Cette structure est modulée par les 
interactions électrostatiques entre les hélices 6 et 7, en particulier les interactions entre D6.32 et K7.58. Par 
conséquence, toute perturbation de ces interactions par des facteurs externes peut initier l’activation du récepteur 

d’AT1 en absence de son ligand. Ainsi, l’activation du récepteur AT1 par les lipides anioniques peut être expliquée 
par l’interaction des DOPG  avec les résidus chargés positivement de l’hélice 7 et 8 tel que les  lysines K7.58 et 

K7.61. Ces résultats mettent en évidence un site allostérique qui pourrait être ciblé en drug design. 
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Angiotensin II type 1 (AT1) and type 2 (AT2) receptors are two receptors that belong to the GPCR superfamily. 
These receptors are strongly involved in cardiovascular homeostasis and blood pressure. In the absence of their 
natural ligand, some GPCRs can be activated by mechanical forces (shear forces or membrane stretching) or by 
anionic lipids such as DOPGs, but the effects of these external factors on the AT1 and AT2 molecular mechanisms 
of activation are still unknown. To answer these questions, we performed classical and steered molecular dynamics 
simulations of AT1 and AT2 receptors by modeling mechanical stress as surface tension, thus mimicking stretching. 

We analyzed the activation mechanisms of these two receptors in the absence and presence of the sodium ion, a 
negative allosteric regulator, and in different lipid environments (DOPG/POPC). Our classical dynamics simulations 
show that activation of the AT1 receptor by the effect of anionic DOPG lipids coupled to a surface tension of 20 
dyn/cm leads to the adoption of a particular "non-canonical" active conformation. Steered dynamics simulations 
reveal the mechanistic steps of AT1 and AT2 activation and thus identify the non-canonical structure of AT1 as an 
intermediate structure in the activation process. This structure is modulated by electrostatic interactions between 
helices 6 and 7, in particular the interactions between D6.32 and K7.58. Therefore, any disruption of these 

interactions by external factors may initiate AT1 receptor activation in the absence of ligand. Thus, activation of 
the AT1 receptor by anionic lipids can be explained by the interaction of DOPGs with positively charged residues of 
helix 7 and 8 such as K7.58 and K7.61. These results highlight an allosteric site that could be targeted in drug 
design. 
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