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Résumé

Le métabolisme glycolytique joue un réle essentiel dans les processus physiologiques
normaux et dans la croissance des cellules cancereuses. Les isoformes 1 et 2 de la pyruvate
kinase musculaire, appelées PKM1/2, sont des protéines cruciales qui régulent ce
métabolisme. La caractérisation de la dynamique structurelle de ces biomolécules est donc
importante pour développer de nouveaux médicaments dirigés contre les formes exprimées
dans les cellules tumorales. Pour ce faire, nous avons réalisé des simulations de dynamique
moléculaire (DM) de ces deux protéines a haute résolution, en nous appuyant sur des
techniques d'échantillonnage adaptatif couplées au champ de forces polarisable AMOEBA
afin de comprendre la flexibilité¢ conformationnelle de I'enzyme dans ses différents états
d’oligomérisation. Nous proposons une analyse structurale a haute résolution pour PKM2 et
apportons de nouvelles données structurales pour PKM1. En effet, nous étudions le processus
d'oligomérisation de l'enzyme PKM2 (du monomére au tétramére) et nous sommes
notamment attachés a analyser la structuration de sites structuraux clés, notamment le site
actif et la poche de fixation du Fructose Biphosphate (FBP), un inducteur conformationnel
physiologique. Nous montrons également que la fixation du TEPP-46, un activateur
pharmacologique de PKM2, induit des modifications structurales tres proches de celles
induites par la fixation du FBP, bien que les domaines d’interaction soient distincts. Enfin,
nous décrivons la premiére simulation DM a haute résolution de la forme active de PKM1,
qui présente de fortes similitudes structurelles avec la forme tétramérique de PKM2 liée au
FBP. Ces résultats fournissent de nouvelles informations sur la dynamique structurelle et la
structuration des sites clés pendant l'oligomérisation de PKM2, qui pourraient s'avérer

cruciales pour la découverte de nouvelles molécules actives.

Mots-clés : PKM1/PKM2, cancer, TEPP-46, metabolisme, dynamique moléculaire,
AMOEBA






Abstract

In both normal physiological processes and cancer cell growth, glycolytic metabolism
plays a pivotal role. The Pyruvate Kinase Muscle isoforms 1 and 2, denoted PKM1/2, are
crucial proteins that regulate this metabolism. Characterizing the structural dynamics of these
biomolecules is thus imperative in order to develop new drugs targeting PMK enzymes in
tumor cells. To address this, we performed extensive molecular dynamics (MD) simulations
of these two proteins at high-resolution. To do so, we employed adaptive sampling techniques
coupled with the polarizable AMOEBA force field to understand the conformational
flexibility of the enzyme. We propose a high-resolution structural analysis for PKM2 and
introduce structural insights for PKM1. We are studying the oligomerization process of the
PKMZ2 enzyme (from monomer to tetramer) while focusing on the structuring of key structural
sites, in particular the active site and the binding pocket for Fructose Biphosphate (FBP), a
physiological conformational inducer. We also provide data explaining the impact of TEPP-
46, a pharmacological activator, on PKM2 structure and their similarity with PKM2 bound to
FBP in conformity to biological results. Finally, we propose the first high-resolution MD
simulation of the biological active PKM1 and reveal important structural information in link
with strong structural similarities with PKM2 when linked to FBP. These findings provide
new insights concerning the structural dynamics and key sites structuration during PKM2

oligomerization that could be critical in drug discovery.

Keywords : PKM1/PKMZ2, cancer, TEPP-46, metabolism, molecular dynamics, AMOEBA
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Introduction

Chapitre 1. Glycolyse et Pyruvate Kinase

L’ensemble des processus essentiels orchestré par la cellule au cours de sa vie est lié a
un réseau métabolique complexe. Celui-ci se doit d’étre finement régulé par rapport aux
variations physico-chimiques qui se produisent en dehors de la cellule ainsi qu’a I’intérieur
de celle-ci. Cette régulation permet ainsi a la cellule d’acquérir a la fois I’énergie, mais aussi
les métabolites requis a la croissance cellulaire ou au maintien de I’homéostasie générale’. Le
glucose — acteur clef de la voie du métabolisme glycolytique — intervient a la fois dans la
production d’énergie et comme brique essentielle & plusieurs voies de biogenese, dont les

régulations croisées sont déterminées pour partie par la présence ou I’absence d’oxygeéne?.

1.1. Déroulement du métabolisme glycolytique et réle de la
pyruvate kinase

Le métabolisme glycolytique est un processus qui permet la production d’Adenosine
Triphosphate (ATP) afin de contribuer aux besoins énergétiques de la cellule. Ce métabolisme
implique trois voies majeures : la glycolyse, dans le cytoplasme cellulaire, le cycle de Krebs
(ou Cycle de I’Acide Tricarboxylique (TCA)) et pour finir soit le systeme de transport des
électrons (ETC) ou la Phosphorylation Oxydative (OXPHQOS), se déroulant dans la
mitochondrie. Toutes ces voies permettent ainsi la métabolisation du glucose en ATP selon
des voies dépendantes de la présence en oxygéne, couplées au renouvellement des
transporteurs d’électrons FAD/NADH dans la mitochondrie (voie OXPHOS & ETC) en
paralléle de la décarboxylation totale du pyruvate dans le cycle de Krebs. En condition
aerobie, I’ensemble de ces voies est mis a contribution et permet ainsi de générer un total de
36 molécules d’ATP. En revanche, I’absence d’oxygeéne dans le milieu induit la
métabolisation du glucose en lactate sans passer par la mitochondrie et les voies
TCA/ETC/OXPHOS. N’étant pas mises a contribution, cela n’entraine la synthése que de 2
molécules d’ATP provenant de la glycolyse en elle-méme mais ou le renouvellement des
transporteurs d’électrons se réalise gréace a la transformation du pyruvate en acide lactique ou
en éthanol® (Figure 1). On peut donc considérer que la glycolyse, découverte pour la premiére
fois en 1897 par les chercheurs allemands Hans Buchner et Eduard Buchner, est la voie
métabolique centrale permettant de relier & la fois production énergétique continue (avec les

voies mitochondriales) et besoins anaboliques chez les espéces procaryotes et eucaryotes®.
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Figure 1 : Représentation schématique de ’ensemble du métabolisme glycolytique (Glycolyse aérobie
ou Fermentation, Cycle de Krebs, ETC et OXPHOS)®. La membrane plasmique externe de la mitochondrie

n’est pas représentée ici.
Dans les cellules humaines, le glucose est internalisé dans la cellule a I’aide de canaux de
transports membranaires appelés GLUT (GLUT1 principalement en condition
physiologique®). La glycolyse implique 1’oxydation d’une molécule de glucose dans le
cytoplasme pour aboutir a la formation de deux molécules de pyruvate. Elle consiste en une
succession de dix réactions enzymatiques séparables en deux parties (Figure 2). La premiere
(étapes 1 a 5) génére des métabolites intermédiaires critiques pour les voies de biosynthése et
la consommation d’ATP :

1. Phosphorylation du groupe hydroxyle sur le Carbone 6 du glucose par I’hexokinase

(HK), générant ainsi le glucose-6-phosphate (G6P),
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G6P est transformé en fructose-6-phosphate (F6P) par la phosphoglucose isomérase
(PD),

F6P est a nouveau phosphorylé en Carbone 1 par la phosphofructokinase 1 (PFK-1),
donnant ainsi le fructose-1,6-biphosphate (FBP),

FBP est ensuite scindé en deux molécules tri-carbonées par 1’aldolase, générant ainsi
la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et le D-glycéraldéhyde-3-phosphate
(G3P),

DHAP est isomérisé par la triose-phosphate isomérase (TPI) pour former une seconde

molécule de G3P,

La seconde partie de la voie (étapes 6 a 10) implique des réactions redox permettant la

formation d’ATP et de pyruvate :

6.

10.

Chaqgue G3P est par la suite oxydé et phosphorylé par le glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), générant ainsi deux D-1,3-biphosphoglycérate (1,3-
BPG). Cette étape utilise la nicotinamide adenine dinucléotide (NAD+) comme
cofacteur, générant ainsi par réduction deux molécules de NADH ayant un réle direct
dans le métabolisme respiratoire des mitochondries pour la suite du processus de
synthese de ’ATP,

Chague molécule de 1,3-BPG est dephosphorylée par la phosphoglycérate kinase
(PGK), permettant ainsi de générer deux 3-phosphoglycérate (3-PG). En paralléle
chacun des groupements phosphates retirés par cette réaction est transféré sur une
molécule d’Adénosine Diphosphate (ADP) générant ainsi deux ATP, ramenant le
bilan énergétique net a 0 ATP,

Le groupement phosphate en Carbone 3 du 3-PG est transféré sur le Carbone 2 par la
phosphoglycérate mutase (PGM), formant ainsi deux 2-phosphoglycérate (2-PG),

Le 2-PG est ensuite déshydraté par I’action de 1’énolase, générant ainsi deux molécules
de phosphoénolpyruvate (PEP),

La derniere étape - irréversible - de la glycolyse implique la déphosphorylation du PEP
par la pyruvate kinase (PK), permettant finalement d’obtenir deux molécules de
pyruvate. De la méme maniere, les groupements phosphates obtenus sont transférés
sur deux ADP pour générer a nouveau deux ATP amenant le bilan énergétique global

de la glycolyse a 2 ATP synthétisées.
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Figure 2 : Représentation schématique des étapes de la glycolyse. Apres étre internalisée dans la cellule a
I’aide de GLUT1 (famille des transporteurs SLC (Solute Carrier)), une molécule de glucose est métabolisée
dans un processus comprenant 10 réactions enzymatiques permettant la synthése de 2 ATP, 2 NADH et 2
pyruvates. La derniére étape catalysée par la pyruvate kinase (PK) est une réaction limitante de par la présence
de différentes isoformes plus ou moins réactives au phosphoénolpyruvate (PEP) pouvant ainsi agir sur la
rapidité de la glycolyse (importance de la voie Pentose Phosphate (PP)) mais aussi le devenir du pyruvate
synthétisé (voie TCA...).

Au total, ce processus permet ainsi de générer, a partir d’'une molécule de glucose,
deux molécules d’ATP, deux molécules de NADH (qui devront étre reoxydées) et deux
molécules de pyruvate. Ce dernier entre dans le TCA au sein de la mitochondrie par
transformation oxydative en Acétyl-CoA, en condition aérobie. En effet, en absence
d’oxygene, le pyruvate mais aussi le NADH formé ne peuvent étre oxydés totalement et
efficacement, provoquant un effet limitant sur la consommation du glucose et aussi de
I’activité de la GAPDH. Dans ce cas, le pyruvate est réduit en lactate, a ’aide de la lactate
déshydrogenase (LDH), permettant aussi en parallele 1’oxydation d’'un NADH pour
renouveler le réservoir en NAD*. Ce phénomene est aussi observé dans les érythrocytes
(n’ayant pas de mitochondrie), mais aussi dans de nombreuses cellules cancéreuses (effet

Warburg, voir infra)’.
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1.2. Expression du géne PKM
L’étape finale de la glycolyse (n°10), menant a la synthese limitante et irréversible du

pyruvate, est catalysée par la PK.

1.2.a. Isoformes et distribution tissulaire

La PK existe sous différentes isoformes tissus-spécifiques chez les mammiferes : (1)
la PKR (PK in Red-blood cells), longue de 574 résidus, dont 1’expression est restreinte aux
érythrocytes®, (2) la PKL (PK Liver-type) possédant 543 acides aminés avec une présence
prédominante dans les tissus ayant un besoin plus faible pour le PEP comme le foie, le rein et
les intestins®. Ces deux isoformes proviennent de ’expression du géne PKLR situé sur le
chromosome 1 et possédent une similarité de 71-72 % avec les autres isoformes®. (3) PKM1
(PK Muscle isoform 1) présente une forte activité catalytique. Elle est principalement
localisée dans les tissus ayant un fort besoin en énergie comme le cerveau, le cceur ou les
muscles. (4) Enfin, PKM2 (PK Muscle isoform 2) est exprimée principalement dans les
cellules a fortes capacités prolifératives comme les cellules embryonnaires et les cellules
cancéreuses. Elle peut aussi se trouver dans d’autres tissus a des taux variables™. Ces
iIsoformes sont actives a I’état d’homotétrameres, mais alors que PKML1 est constitutivement
active, les autres isoformes -R, -L et M2 sont soumises a une régulation positive requérant
leur liaison au FBP*,
La prépondérance de PKM2 au sein des tissus embryonnaires illustre bien I’importance de
cette enzyme dans le métabolisme des cellules a haut besoin prolifératif. Au cours du
développement embryonnaire, PKM2 joue la fonction d’isoforme prototype des PK qui sera
ensuite substituée par les autres PK-tissus spécifiques au cours de la différenciation
cellulaire®. Cette substitution de la forme PKM2 par les autres enzymes pendant le
développement embryonnaire démontre 1’importance d’un haut niveau de régulation de
I’expression des différentes isoformes en fonction des besoins de chaque type cellulaire au
fur et a mesure de leur différenciation embryonnaire et de la perte de leur capacité de
prolifération. Plusieurs études indiquent que la transition de 1’expression vers la PKM2 est
possible pendant la tumorigenese comme par exemple le passage de la forme PKL vers PKM2
dans la phase tardive de la formation d’hépatocarcinomes®. Christofk et al. ont également
montré une transition de I’isoforme M1 vers I’isoforme M2 et la mise en place d’un

métabolisme de type glycolyse aérobie dans un contexte tumoral®®. Cette étude démontre
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également que le passage de PKM2 a PKM1 provoque a I’inverse une importante réduction
de la croissance tumorale, confirmant le rble essentiel de I’isoforme M2 dans la
carcinogenése. Une autre étude a observé, par analyse des génomes de 16 lignées cancéreuses,
une expression augmentée de PKM2, méme si la transition M1—M2 n’a été observée que

dans les glioblastomes?®.

1.2.b. Expression et régulation des isoformes PKM

1.2.b.i. Expression du gene PKM et structure protéique
Les isoformes PKM sont issues d’un géne commun, le géne PKM, situé sur le
chromosome 15 chez ’Homme. Le géne comprend 12 exons et 11 introns’. Un épissage
alternatif - grace a 1’action d’un complexe de splicéosome contenant les ribonucléoprotéines
hétérogenes hnRNPA1 et hnRNPA2 en complexe avec la Polypyrimidine Tract Binding
protein (PTB)® - conduit a I’expression du transcrit PKM1, par perte de I’exon 10, ou de celui
de PKM2, par perte de I’exon 9 (Figure 3). Des études plus récentes montrent que la

conservation de I’exon 10 est augmentée en présence du facteur Serine/Arginine-Rich

Scohe Expect Method Identities Positives Gaps
1054 bits(2726) 0.0 Compositional matrix adjust. 053 1(96%) 521/531(98%) 05 31{09)
Query 1 MSKPHSEAGTAFIQTQQLHAAMADTFLEHMCRLDIDSPPITARNTGIICTIGPASRSVET 60
5 S
Query 61  LKEMIKSGMNVARLNFSHGTHEYHAETIKNVRTATESFASDPILYRPVAVALDTKGPEIR 120
S T ) S 120
Query 121 TGLIKGSGTAEVELKKGATLKITLDNAYMEKCDENILWLDYKNICKVVEVGSKIYVDDGL 180
T ST o S 2 T 180
Query 181 ISLOVKQKGADFLVTEVENGGSLGSKKGVNLPGAAVDLPAVSEKDIQDLKFGVEQDVDMY 240
T L B s 240
ﬂuer¥ 241 FASFIRKASDVHEVRKVLGEKGKNIKIISKIENHEGVRRFDEILEASDGIMVARGDLGIE 300
SBICT 241 vttt et e 300
ﬂuer¥ 301 IPAEKVFLAQKMMIGRCNRAGKPVICATQMLESMIKKPRPTRAEGSDVANAVLDGADCIM 368
e T S 1 A S 360
Query 361 LSGETAKGDYPLEAVRMQHLIAREAEAATYHLQLFEELRRLAPITSOPTEATAVGAVEAY 420
Sh]E‘t 1 2 0 HF.HK ..... V.ASSHST.LM. .M.M.5.... 420
Query 421 FRCCSGATIVL TKEGRSAHQVARYRPRAPT TAVTRNPQTARQAHL YRGIFPVLCKDPVQE 480
TS P | . 0 s - e 480
ﬂuer¥ 481 AWAEDVDLRVNFAMNVGKARGFFKKGDVVIVLTGWRPGSGE INTMRVVPVP 531
ST o S - 5 N 531

Figure 3 : Analyse comparative entre les séquences des deux isoformes PKM. Les protéines PKM1 (Sbjct)
et PKM2 (Query) sont comparées au niveau protéique a 1’aide de Blast. Les résidus soulignés en bleu
correspondent aux résidus respectifs des exons 9 (PKM1) ou 10 (PKM2) avec une region différente
correspondant au rectangle rouge. Les acides aminés participants a la liaison avec le FBP sont marqués par un
cercle vert.
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Splicing Factor 3 (SRSF3)*. De plus, comme le contexte métabolique est différent selon les
besoins en PKM1 ou PKM2, le géne PKM est la source de nombreux mécanismes de
régulation. Dans le cas de cellules cancéreuses, le facteur oncogéne c-Myc favoriserait
I’expression de transcrits épissés contenant 1’exon 10%°. L’isoforme PKM2 est modulée

positivement par la voie HIF-1a/c-Myc liée a la voie de signalisation PI3K (phosphoinositide-
A
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Figure 4: Représentation structurale de PKM2 et cycle de régulation dimere/tétramére. (A)
Visualisation PyMOL d’un monomére de PKM2 et de ses différents domaines A, B, C et N-Ter colorés
respectivement en rouge, cyan, jaune et vert. Les régions structurales du site catalytique et du site allostérique
sont aussi indiquées. (B) Représentation de 1’ensemble des modulateurs naturels régulant le ratio entre forme
dimérique et tétramérique de PKM2.

3-kinase)/AKT/mTOR en contexte tumoral®. Le glucose, qui sert de base a la cascade
enzymatique a laquelle appartient PKM2, semble également jouer un rdle majeur dans la
régulation de I’isoforme M2 dans des lignées de type adipocytaires ou d’hépatomes du rat?,
En condition d’hypoxie, fréquente dans les tissus tumoraux, le gene PKM est surexprimé en
raison de la stabilisation du facteur de transcription HIF (Hypoxia Inducible Factors)-10%. La

régulation du géne PKM permet d’assurer 1’expression de chaque isoforme dans le contexte
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opportun répondant aux besoins cellulaires. Ces mémes processus sont actifs dans les cellules
tumorales, ou I’isoforme M2 est majoritairement exprimee. Les exons 9 et 10 codent le méme
nombre de résidus, au total 56, entre les positions 380-435 mais se distinguent par 22 acides
aminés différents (Figure 3). Les deux isoformes PKM1 et PKM2 ont une homologie de
96 %. Méme si ces deux entités ont des fonctions enzymatiques identiques, leur cinétique et
leur affinité pour le substrat PEP difféerent. En effet, PKM1 est constitutivement active et n’est
sujette a aucune régulation allostérique homotrope ou hétérotrope®. Ce n’est en revanche pas
le cas pour PKM2, dont I’activité enzymatique basale est la plus faible. Cette activité est
régulée par plusieurs métabolites endogenes ayant un effet allostérique, le dimere étant
considéré comme la forme la moins active®. Malgré le manque de données expérimentales,
le monomére présenterait une activité encore plus réduite, mais manifeste des fonctions
nucléaires qui seront présentées dans un autre chapitre. Le tétramére PKM2 se présente sous
deux formes dites tendues (T) ou relachées (R, la plus active) selon la présence et la nature
des métabolites qui lui sont liés'?. Cette propriété de PKM2 permet une large diversité de
dynamique conformationnelle, et donc de modulations de son activité. Ces métabolites
(Figure 4) peuvent avoir un effet activateur : Serine (Ser) et Histidine (His) ou la molécule
Succinylaminoimidazole-carboxamide riboside (SAICAR) présente en tant qu’intermédiaire
pendant la synthése des purines dans la cellule et agissant positivement sur 1’activité de
pyruvate kinase de PKM2%-?". D’autres composés provoquent 1’effet inverse en déstabilisant
la forme tétramerique de PKM2 : le tryptophane (Trp), I’alanine (Ala), la phénylalanine (Phe),
la phospho-tyrosine (P-Tyr) ou bien ’hormone thyroidienne T3%-?°. Parmi les molécules
activatrices se trouve le FBP, un intermédiaire de la voie de la glycolyse qui permet de
stabiliser PKM2 sous son état tétramérique de plus haute affinité pour le PEP (forme R)¥. Le
ratio monomere/dimere/tétrameére de 1’isoforme PKM2 est en lien étroit avec la concentration
intracellulaire de FBP qui favorise ’état tétramérique. Une concentration faible en FBP
favorise inversement I’accumulation des formes dimériques et monomériques®. A 1’opposé,
I’activité de PKM1 ne semble pas affectée par le FBP. Une région partiellement homologue
au site de fixation du FBP sur PKM2 existe sur PKM1, mais aucune donnée n’est disponible
qui permettrait d’évaluer la capacité du FBP a s’y fixer® (Figure 3). Les effets conjugués des
régulateurs allostériques jouent un réle critique dans le contexte tumoral et notamment dans
les régulations métaboliques nécessaires dans un environnement souvent limité en

nutriments®. Chaque monomere de PKM2 est composé de trois domaines majeurs A/B/C et
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d’une région N-terminale. La région A couvre les résidus 44 a 116 (Al) et 219 a 389 (A2).
Le domaine B correspond a une région externe (résidus 117 a 218). La région entre ce

domaine et la région Al (résidus 44-116) de la protéine forme le site actif de PKM2 pour la

1 44 116 218 389 s 531
ACS 380 435 AS
Région exon
spécifique
PKM1/IPKM2

Figure 5 : Domaines de PKM2 et région spécifique aux isoformes PKM1/PKM2. ACS correspondant au
site actif de catalyse, AS au site de fixation naturel du FBP et NLS a la région contenant la séquence de

localisation nucléaire (D’aprés Igbal et al. 2014%3).

fixation du PEP (ACS). Le domaine C, constitué des résidus 390 a 531, contient le site
allostérique (AS) pour la fixation du FBP. L’extrémité N-terminale est présente dans cette

structure sur les résidus 1-43 (Figure 5)*.

1.2.b.ii. Régulation de [’expression et la localisation de PKM?2

Les PK sont frequemment observées sous forme tétramérique. Toutefois, notre projet
s’est attaché en priorit¢é a comparer la structure des deux formes les plus étroitement
conservées, a savoir PKM1 et PKM2%-%, Au niveau génétique, des études sur des patients
ayant le syndrome de Bloom ont permis d’identifier des mutations faux-sens pro-cancéreuses
et spécifiques a PKM2. Celles-ci sont localisées sur 1’exon 10 et ont un effet sur
I’augmentation de la prolifération cellulaire en agissant par exemple sur I’'import et
I’accumulation du glucose, en particulier grace au réle transactivateur positif de PKM2 sur le
geéne de GLUT1 servant de transporteur du glucose®. A I’échelle protéique, d’autres facteurs
qui différent de ceux precédemment cités contribuent aussi a la modulation de la configuration
spatiale et physico-chimique de PKM2 mais aussi a sa localisation et son activité
enzymatique. L’isomérisation en cis-trans est un meécanisme chimique qui modifie
I’organisation spatiale de différents groupes conformationnels autour d’une région précise
d’une molécule (cis pour méme c6té et trans pour plan opposé). Celle-ci a son importance
dans des fonctions non enzymatiques de PKM2 en jouant un réle dans le ratio des formes
monomérique, dimérique et tétramérique de PKM2%. En contexte tumoral, on observe la
predominance de la forme dimérique de PKM2, ce qui est lié & une augmentation de la

production en lactate et une accumulation en phospho-métabolites en amont de la glycolyse®,
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De plus, la transition dimere/téetramére et le phenomene transitionnel en cis-trans modifient
sa fonction et sa localisation subcellulaire. Dans les cellules tumorales, 1’état dimérique de
PKM2 permet aux cellules cancéreuses d’accumuler des composés métaboliques essentiels
(acides aminés, nucléotides...) pour toutes les voies de biosynthese nécessaires a la
prolifération cellulaire®. Des modifications post-traductionnelles ont également un réle
régulateur de I’isomérisation de PKM2. Ainsi, la phosphorylation sur la sérine en position 37
de PKM2 (Ser37) par les protéines ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases) permet
de recruter la peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-NIMA interacting 1, ou PIN1, permettant la
régulation de 1’état tétramériqgue de PKM2. Ce processus aboutit a un changement
conformationnel qui expose une séquence de localisation nucléaire (NLS) spécifique de
PKM?2 permettant de recruter une protéine de la famille des importines, 1I’importine a5,
conduisant & I’'import nucléaire du dimére PKM2 nouvellement formé®,

PKM2 est également la cible de processus d’oxydation, de phosphorylation et d’acétylation
qui participent également a la modulation de I’activité, de la structure oligomérique et de la
localisation de PKM2 selon le contexte cellulaire :

e La phosphorylation sur une tyrosine en position 105 (Tyrl05) par la protéine
Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFR1) stabilise la forme dimérique de plus
faible affinité pour le substrat, conduisant ainsi a une diminution de [’activité
enzymatique. Celle-ci agit aussi sur I’allostérie en génant la fixation du FBP*. En
parallele, diverses phosphorylations (sérine/thréonine spécifiques) sont possibles pour
assurer la translocation nucléaire de PKM2. Dans le contexte d’une stimulation par le
facteur de croissance épidermique (EGF), la voie ERK1/2 (pour Extracellular signal-
Regulated Kinase 2) permet une phosphorylation en Ser37 conduisant a la
translocation nucléaire de PKM2. Une autre sérine en position 202 (Ser202) est
phosphorylable par la protéine AKT apres activation cellulaire par le facteur de
croissance insuline-like (IGF-1). Elle conduit elle aussi a la translocation nucléaire par
I’importine a5*". Une phosphorylation de PKM2 sur un résidu thréonine en position
454 (Thr454) par PIM2 (Proviral Insertion in Murine lymphomas 2) peut également
favoriser les fonctions non glycolytiques nucléaires du dimere PKM2 car la mutation
de ce résidu conduit a la réduction de la transactivation par HIF-1o dépendante de
PKM2%,

o L’acétylation des lysines en position 305 et 433 (Lys305/Lys433) stimule la forme
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dimérique de PKM2. L’acétylation Lys305 survient dans un contexte de forte
concentration en glucose intracellulaire, via la protéine PCAF (P300/CBP-Associated
Factor). Cette modification post-traductionnelle permet a PKM2 d’étre prise en charge
par la machinerie de dégradation lysosomale via le processus d’autophagie contr6lé
par une chaperonne, ce qui entraine une accumulation significative en glucose et en
métabolites intermédiaires®. L’acétylation sur Lys433 est réalisée par
I’acétyltransférase p300, induite en réponse a divers stimuli oncogeniques ou
mitogéniques. Cette modification favorise la formation du dimere PKM2 et sa
translocation nucléaire*. Ce processus est régulé négativement par des désacétylases
afin de limiter la croissance tumorale. C’est par exemple le cas de la Sirtuine 6 (SIRT6)
capable d’enlever le marqueur d’acétylation sur le résidu Lys433, ce qui conduit au
retour du dimére PKM2 du noyau vers le cytoplasme, inhibant de fait des fonctions
non glycolytiques qui contribuent au développement des tumeurs*. Dans le cas de la
lysine Lys305, SIRT2 joue le role de désacétylase et empéche la dégradation de PKM2
par la voie lysosomale?®,

L’hydroxylation affecte deux prolines en position 403 et 408 (Pro403/Pro408).
Celles-ci sont réalisées par I’enzyme PHD3 (Prolyl Hydroxylase 3) qui favorise la
translocation nucléaire puis I’interaction entre PKM2, sous forme dimérique, et HIF-
la. Cela permet ensuite de faciliter diverses fonctions non glycolytiques de cette
enzyme sous sa forme dimérique®’.

L’oxydation se produit dans un contexte de haute concentration en espéce réactive de
I’oxygene (ROS), ce qui est le cas des cellules cancéreuses notamment. Elle affecte
une cystéine en position 358 (Cys358). Cette modification entraine I’accumulation de
PKM2 sous forme dimérique. Cette forme oxydée joue un rble essentiel dans la
régulation de 1’homéostasie redox globale de la cellule en contexte tumoral®®. En
dehors d’un contexte d’hypoxie, I’insuline peut aussi stimuler la production de ROS
intracellulaire, ce qui aboutit & une augmentation de 1’oxydation sur les cystéines de
PKM2%,

La glycosylation peut affecter la thréonine 405 et la sérine 406 (Thr405/Ser406). Il
s’agit de modifications du type O-glycosylation causées par une glycosyl-transférase
conduisant a la liaison entre un N-acétylgalactosamine (GalNAc) et un oxygéne du

groupement hydroxyle d’une sérine ou thréonine®. Cette modification est soumise a
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une régulation dynamique selon les teneurs en nutriments intracellulaires. Dans un
contexte tumoral, on observe une forte prépondérance de cette O-glycosylation sur
PKM2°, En conséquence, I’activité enzymatique de PKM2 s’en trouve réduite car elle
induit une géne stérique pour la formation de certaines liaisons hydrogénes requises
pour la tétramérisation du dimére PKM2. Cette modification induit une baisse du flux
glycolytique au profit des voies de biosynthéses alternes et donc de la prolifération
tumorale. Une mutation de ces résidus (Thr405->Ala405/Ser506-> Ala406) inhibe
fortement cette modification du type O-glycosylation et induit une réversion du
phénotype pro-tumoral. Enfin, il est montré que la glycosylation Thr405/Ser406 est un
événement précédant la phosphorylation Ser37 en vue de la translocation nucléaire
ERK-dépendante de PKM2%,

La méthylation peut aussi affecter PKM2. La méthylase CARM1 (Co-activator-
associated arginine methyltransferase 1) modifie les résidus arginine 445/447/455
(Arg445/Arg447/Arga5s5) du domaine C de la forme dimérique de PKM2. Le ligand
allostérique FBP, capable de stimuler la forme tétramérique de PKM2, joue un r6le
limitant de cette méthylation méme s’il est important de noter que 1’activité de PKM?2
est peu impactée par cette modification. Toutefois, celle-ci entraine une
reprogrammation du phénotype métabolique vers la voie de la glycolyse aérobie plus
favorable au contexte tumoral. La forme méthylée de PKM2 se localise au niveau
mitochondrial sur les récepteurs inositols de la membrane externe. Elle réduit leur
expression, ce qui entraine une baisse du potentiel mitochondrial et de 1’import en
calcium, composé important pour le cycle de phosphorylation oxydative®.

Les modifications du type ubiquitination/sumoylation peuvent aussi réguler
I’isoforme PKM2. Cette derniére peut interagir avec le domaine HECT (domaine
homologue trouvé dans les ligases d’ubiquitine) de la protéine HERC1 capable de
jouer la fonction d’enzyme E3-ubiquitine ligase. L’association PKM2-HERC1 ne
semble produire aucun effet délétére que ce soit sur I’activité enzymatique ou sur la
possible dégradation de PKM2 par la voie du protéasome. En revanche, cette
modification pourrait avoir un effet négatif sur la fixation du FBP car la poche de
fixation de HERC1 contient des résidus critiques de cette interaction®. Une autre
protéine du type E3-ubiquitine ligase, la Parkine, peut interagir avec PKM2 et

participer a la mono-ubiquitination de PKM2 (une modification observée également
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pour PKM1) sur les lysines 186 ou 206 (Lys186/Lys206). Cette modification affecte
négativement ’activité des isoformes PKM, ayant ainsi un impact suppressif sur la
croissance tumorale, sans toutefois moduler leur stabilité. Le mécanisme d’interaction
PKMZ2-Parkine est favorisé lors d’une carence en glucose. L’inhibition de 1’expression
de la Parkine peut restaurer d’une part I’activité enzymatique de la PK mais aussi la
concentration des métabolites en amont de la glycolyse, qui auront un effet positif sur
le métabolisme tumoral®®. Un autre complexe de poly-ubiquitination, I’ubiquitine
ligase Malin, est impliquée dans la maladie neurodégénérative de Lafora ou elle s’y
trouve mutée®®. Celle-ci est capable d’effectuer des modifications ubiquitines sur les
mémes residus des isoformes PKM, toujours sans affecter de facon conséquente
I’activité enzymatique. Cependant, il existe une différence dans la translocation
nucléaire, ou cette modification de type ubiquitination peut perturber I’activité
catalytique de PKM2 mais ne semble pas avoir d’impact sur celle de PKM1>". A
I’opposé, PKM?2 interagit avec USP20 (Protéase Ubiquitine-Spécifique), une enzyme
de la famille des déubiquitinases, ce qui favoriserait la stabilisation de PKM2%, Un
autre type de modification analogue a 1’ubiquitination, appelé SUMOylation, peut
aussi affecter 1’isoforme PKM?2. Dans ce cas précis, PKM2 peut interagir avec la
protéine PIAS3 (Protein Inhibitor of Activated STAT), qui joue le role de ligase
SUMO (Small Ubiquitin Modifying Protein), et ainsi promouvoir la sumoylation de
PKM2. Cela permet par la suite d’induire la translocation nucléaire de ce complexe
protéique contenant PKM2. Les conséquences de cette modification, observées pour

PKMZ1, sont encore mal connues®®.

En plus des interactions et modifications décrites précédemment, PKM2 interagit avec

plusieurs oncoprotéines virales. PKM2 interagit avec 1’oncoprotéine E7 du papillomavirus

type 16%° mais aussi la kinase pp60v-src du virus du sarcome de Rous, qui est capable de

phosphoryler PKM28L, Dans les deux cas, ces interactions stimulent la formation de la forme

dimérique de PKM2, ce qui promeut le métabolisme pro-tumoral.

Fonctions de PKM?2

Dans cette partie, les fonctions de I’isoforme PKM?2 seront rappelées dans un contexte

physiologique, et dans les cellules tumorales.
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1.3.a. Fonctions liées a la glycolyse
Le métabolisme glycolytique est essentiel a la fois pour la production d’énergie et
I’alimentation de plusieurs voies de biosynthése. Dans le tissu musculaire, les liaisons C-C
riches en énergie du pyruvate servent a la production d’ATP et de métabolites (cycle de Krebs
ou TCA), un processus couplé en présence d’oxygene a la réoxydation des transporteurs
d’¢lectrons par la chaine respiratoire. En absence d’oxygene, le renouvellement des

transporteurs se fait a partir du pyruvate par les voies fermentaires, ce qui aboutit a la
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Figure 6 : Représentation de I’ensemble des voies de biosynthéses intrinséquement liées au métabolisme
glycolytique®?.

production de lactate. Les intermédiaires métaboliques comme le G6P, le DHAP et le G3P
peuvent devenir les substrats pour des voies de biosyntheses alternes comme celle des acides
nucléiques et des acides aminés mais aussi des phospholipides et des sphingolipides (Figure
6). Rappelons ici que I’expression de I’isoforme M2 de la Pyruvate kinase joue un réle dans
I’étape ultime de la réaction enzymatique menant du PEP au pyruvate avec production
paralléle d’ATP. Cette étape se produit independamment de la présence d’oxygene ; or les
cellules tumorales, dans le cas de tumeurs solides notamment, se trouvent souvent dans un

contexte d’hypoxie. PKM2 est donc un agent régulateur essentiel de 1’intégralité du cycle
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glycolytique, et notamment de 1’accumulation des métabolites en amont de cette voie. Si
I’activité enzymatique de PKM2 atteint un niveau significatif (forme tétramerique), cela
augmente la conversion du PEP en pyruvate et aboutit par conséguence a une production plus
importante d’ATP®. A D’inverse, une plus faible activité enzymatique (forme dimérique de
PKM2) entraine un ralentissement de cette ultime conversion enzymatique, ce qui induit un
ralentissement de la glycolyse et une accumulation des différents intermédiaires en amont de
cette étape. La capacité de PKM2 a réguler le niveau de métabolites de la voie glycolytique
en fonction de sa capacité enzymatique est notamment contrélée par le FBP, un activateur
allostérique®. De plus, PKM2 est impliqué dans la synthése de composés annexes a la voie
glycolytique dont la cAMP par interaction avec I’Adénylyl Cyclase soluble (sAC). La
synthése de cAMP induit la voie de régulation de B1-caténine médiée par EPAC/RAP1
résultant en une perte globale de la polarité cellulaire®. Dans les cellules tumorales, I’activité
catalytique faible de PKM2 permet notamment de ralentir le flux glycolytique et de fournir a
la cellule des métabolites intermeédiaires essentiels pour alimenter les voies de biosynthese
privilégiant la prolifération cellulaire au détriment de la production d’énergie. Cette
orientation métabolique, observée méme en présence d’0Xygene, est appelée « effet Warburg
», du nom de son découvreur (Otto Heinrich Warburg, 1883-1970). Une stratégie de lutte
antitumorale consisterait donc a rétablir une activitt PKM2 maximale, pour inverser ce

processus.

1.3.b.  Fonctions Non glycolytiques
En parallele des fonctions enzymatiques de PKM2, cette protéine est douée de
fonctions alternes qui contribuent au processus de tumorigenése. Ces fonctions non
glycolytiques sont majoritairement liées a la forme dimérique moins active de PKM2 et se

manifestent dans le compartiment nucléaire.

Ro6le réqulateur de PKM?2 :

Dans le noyau, PKM2 peut ainsi interagir de fagon directe avec HIF-1a et promouvoir

la transactivation d’un ensemble de génes soumis a un contrdle par le facteur de transcription
HIF-1 (composeé de deux sous-unités a et ). Cette interaction augmente la capacité de liaison
de HIF-1 a ces séquences de fixation (Hypoxia Responsive Element [HRE]) et favorise le

recrutement du facteur p300, un coactivateur transcriptionnel®. La transcription du géne
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codant I’isoforme PKM2 est elle aussi soumise & un contréle par HIF-1a, créant ainsi une
boucle rétroactive positive de régulation qui favorise ’effet transactivateur de HIF-1. Ceci
aboutit a une altération du métabolisme du glucose dans les cellules cancéreuses via une
régulation de genes clés comme GLUT1 (récepteur glucose) ou LDHA (Lactate
Déshydrogénase A)®’. Dans un contexte cancéreux (modele cellulaire MCF-7), la protéine
JMJD5 (Jumonji-C (JmjC) domain-containing protein 5) interagit directement avec PKM2,
entrainant ensuite la translocation de cette derniére dans le noyau pour permettre son action
positive sur les activités transcriptionnelles de HIF-1a. Cette interaction implique la région
d’interface de PKM2 au niveau des résidus 366-421 et 422-476 du domaine C contenants des
acides aminés clés dans I’interaction dimére-dimere. Elle limite la tétramérisation de PKM2
et réduit de fait son activité enzymatique tout en favorisant ses fonctions nucléaires sous 1’état
dimérique®®. PKM2 est sensible aux changements redox liés au micro-environnement
tumoral, en lien avec une régulation de 1’activité de la protéine suppressive de tumeur p53.
En effet selon le contexte intracellulaire, PKM2 peut réduire ou augmenter son activité. Dans
un environnement trés oxydé, la forme tétramérique de 1’isoforme M2 inhibe 1’expression de
p53, ce qui limite I’apoptose p53-dépendente. A I’inverse, dans un milieu plus réducteur,
PKM2 a D’effet opposé. Elle stimule I’expression de p53 et favorise son effet pro-
apoptotique®. Ce role de I’isoforme M2 est important pour le contréle de la mort cellulaire
induite par le stress oxydatif™.

La translocation de PKM2 peut également se produire en réponse a 1’activation du récepteur
EGFR, provoquant ensuite la liaison directe entre la Lys433 de PKM2 et la Tyr333 de la 8-
caténine, ayant au préalable été phosphorylée par Src, et menant in fine au recrutement de ce
complexe protéique sur le promoteur de la cycline D1 (ou CCND1). L’association entre
I’activité kinase de Src et I’accumulation de PKM2 dans le noyau se retrouve dans différents
modeles cancéreux de glioblastomes humains’™. Ce recrutement entraine la perte de fixation
de I’Histone Désacétylase 3 (HDAC3) sur le promoteur de CCND21, une modification
consécutive a la phosphorylation de I’histone H3 par PKM2, induisant ensuite positivement
I’expression de CCND1"2. Dans un modeéle de cancer colorectal, la perte d’expression de la
protéine PKM2 est associée a une plus forte signalisation de la voie nucléaire de la B-caténine
qui permet ainsi de produire, de fagon c-Myc dépendante, des composants du métabolisme de
la glutamine™. La phosphorylation en Ser37 médiée par ERK1/2, présentée précédemment,

permet la translocation nucléaire de PKM2 en association avec PIN1. Cette interaction expose
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un site de localisation nucléaire ou se fixe I’importine a5, permettant I’import nucléaire de
PKM2. Une fois dans le noyau, le recrutement de la B-caténine induit 1’expression du géne c-
Myc. La surexpression de c-Myc induit une boucle de rétrocontr6le positive, car c-Myc induit
I’expression des hnRNPs. Dans ce contexte, ces derniers contribuent a augmenter le ratio
PKM1/PKM2 et, par voie de conséquence, stimulent le métabolisme glycolytique tout en

réduisant I’implication du métabolisme de biosynthése de la voie sérine’.

Activité kinase de PKM2 :

PKM2 est aussi capable de phosphoryler des facteurs impliqués dans la

reprogrammation métabolique. Ainsi, la forme dimérique de PKM2 localisée dans le noyau
peut phosphoryler STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) qui s’active
en réponse a des cytokines inflammatoires comme 1’Interleukine-6 (IL-6)"°. Dans ce
processus de phosphorylation, PKM2 utilise le PEP comme molécule donatrice d’un
groupement phosphate pour modifier STAT3 (phosphorylation en Tyr705), ce qui induit
’expression de MKK5 (Mitogen-activated protein Kinase 5)’°. L’activation de STAT3 dans
un modele de lignées cancéreuses malignes est un marqueur important de progression
tumorale. De maniére attendue, la surexpression de PKM2 facilite sa translocation nucléaire
et favorise la phosphorylation de STAT3, ce qui est corrélé au caractére agressif des tumeurs
de cancer colorectal. Une étude menée par Yang et al. a démontré que la forme dimérique de
PKM2 active FAK (pour B1 integrin-Focal Adhesion Kinase) et la voie de signalisation E-
cadhérine par Snail2. 1l en est de méme pour I’expression de MMP-2 et MMP-9 (pour Matrix
Metalloproteinase) qui sont surexprimées en réponse a PKM2. Leur accumulation stimule la
migration cellulaire’’. D’autre part, PKM2 est capable de phosphoryler I’histone H3 sur la
Thrll, conduisant par la suite a la perte de fixation de HDAC3 au niveau des régions des
promoteurs des genes CCND1 et Myc (mécanisme assez similaire a 1’acétylation en lysine
K9)’®. PKM2 peut aussi phosphoryler la protéine Bub3, servant de point de controle de la
formation du fuseau mitotique, en Tyr207, afin d’optimiser la formation du complexe
protéiqgue Bub3-Bubl-Blinkin. Ce processus permet de réguler [I’attachement des

microtubules et la ségrégation des chromosomes pendant la division cellulaire.

Ré6le de PKM?2 dans la différenciation cellulaire :

La PKM2 interagit avec de nombreuses protéines nucléaires impliquées dans la
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différenciation cellulaire. Elle est capable de se lier au facteur Oct4 (pour Octamer-binding
Transcription factor 4), un régulateur clé dans le renouvellement et la différenciation des
cellules souches cancéreuses. Dans le cas de cellules souches de gliome, I’interaction PKM2-
Oct4 inhibe la capacité qu’a PKM2 a maintenir un réservoir de cellules souches. Cette

interaction permet de promouvoir la différenciation cellulaire et de rendre ces cellules plus
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montre la mécanistique globale, partant de la translocation nucléaire par voie EGFR ou PHD3, des fonctions
nucléaires de PKM2 sous sa forme dimérique comme celle de kinase ou de transactivateur de la transcription
pouvant promouvoir la croissance et la prolifération tumorale. OH— Hydroxylation, Ac— Acétylation, P—

Phosphorylation (adapté de Igbal et al. 2014%).

sensibles a des stimuli de mort cellulaire, un processus concomitant a la modulation dans le
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ratio dimére/tétramére de PKM2 en faveur de I’état tétramérique®®. Dans ce contexte, le
dichloroacétate, un inhibiteur de PDK1 (pour Pyruvate Déshydrogénase Kinase 1) favorise
I’accumulation du complexe PKM2-Oct4, conduisant a la réduction d’expression de
différents génes modulés par Oct4 et menant a un effet antitumoral chez des patients
présentant un glioblastome multiforme®-%°,

La Figure 7 regroupe quelques-unes des fonctions non glycolytiques que peut exercer PKM2.

Ro6le émergent dans la circulation sanquine :

La détection de PKM2 dans le sang de différents patients atteints de cancer (pancréas,
poumon, ovaire, rein et gastro-intestinal) démontre un relargage de cette isoforme dans la
circulation®. Les niveaux en PKM2 sanguins pourraient servir comme un marqueur de
diagnostic pour de nombreux cancers®®. Une étude de Li et al émet ’hypothése d’un role
facilitant de PKM2 sous forme extracellulaire - dans le sang - vis-a-vis de la croissance et de
I’angiogenése tumorale. De plus, il a été constaté que PKM2 joue un réle pro-angiogénique
sur la prolifération et la migration des cellules endothéliales, en notant toutefois que seule la

forme dimérique, dans un contexte extracellulaire, semble impliquée®.

Role dans le controle de I’apoptose :

L’apoptose permet de maintenir une balance homéostatique cruciale entre prolifération
et mort d’une population cellulaire. La perte de cet équilibre induit diverses perturbations
biologiques et métaboliques favorables a la progression tumorale, aux pathologies auto-
immunes et a d’autres maladies®®. PKM2 joue un réle régulateur de cette voie apoptotique,
notamment par une interaction directe et indirecte avec la protéine Bcl-2 (B-Cell Lymphoma
2), une proteine anti-apoptotique. Dans un modeéle de glioblastome, le tétramere de PKM2
peut se déplacer vers la mitochondrie aprés un stress oxydatif ou elle peut ainsi phosphoryler
Bcl-2 sur la Thr69, conduisant ainsi a bloquer son ubiquitination et sa dégradation par le
protéasome. Cette modification est améliorée par 1’activité ATPase de la sous-unité Hsp90al
de la protéine Hsp90 (Heat Shock Protein 90). Contrecarrer le contréle de Bcl-2 par PKM2
permet de sensibiliser des cellules dérivees de gliome a I’apoptose liée au stress oxydatif
conduisant ainsi a réduire la formation de tumeurs cérébrales®. Cette hypothése a été validée
en utilisant des ShRNA dirigés contre PKM2¥. Par ailleurs, une perte d’expression de Bcl-2

dans un modéle de cancer de ’ovaire résulte en une réduction du niveau de PKM2 selon une
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voie de régulation passant par I’axe SIRT3-HIFla. Ces observations soulignent un role
régulateur de Bcl-2 sur 1’expression de PKM2 dont il reste a définir précisément les
modalités®. La protéine BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death) est également
impliquée dans la régulation des propriétés anti-apoptotique de PKM2. L’absence de PKM?2
dans un mod¢le d’hépatocarcinome entraine une stabilisation de I’expression de BIM, menant
a la perte d’intégrité de la membrane mitochondriale externe, résultant en I’activation de

I’apoptose®. De nombreux membres de la famille Bcl-2 ont une régulation transcriptionnelle

Monomere Dimeére Tétramere

*  Bibliographie avec peu de données, *  Activité enzymatique faible et *  Forte activité enzymatique,

*  Activité enzymatique la plus réduite affinité réduite pour PEP, *  [ATP] produite 2 A,
([ATP] produite N \), *  [ATP] produite \, *  Faible capacité a accumuler les

*«  Comme le dimeére, possede quelques *  Réduit flux glycolytique métabolites de glycolyse,
propriétés de localisation nucléaire accumulant les métabolites pour * Implication FBP dans allostérie
plus réduite (kinase sur histone H3 voies alternes (PP...), positive entre deux états T/R(=> T
associé a l'activation de genes), * Localisation cytoplasmique mais moins active et R la plus optimale)

*  Réduit flux glycolytique accumulant les aussi nucléaire avec fonction de *  Localisation cytoplasmique
métabolites pour voies alternes (PP...), kinase et de facteur uniquement,

transcriptionnel.

Figure 8 : Représentation schématique des différents états oligomériques de PKM2 associés a leurs
implications cellulaires.

dépendante de p53%*. Comme indiqué précédemment, p53 est une protéine anti-oncogéne
majeure notamment en raison de sa capacité a induire un arrét du cycle cellulaire et/ou a
induire la mort des cellules en réponse a divers stimuli. En effet, plus de la moitié des cancers
humains exprime une forme mutée de celle-ci ayant une finalité de perte de fonction®. Il a
été montré que PKM2, sous forme dimérique, pouvait former un complexe avec p53, ce qui
entraine une ubiquitination de cette derniére et sa dégradation®.

La Figure 8 regroupe les différents etats connus de PKM2 associes avec leurs

fonctions métaboliques majeures (glycolytiques et non glycolytiques).
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1.3.c. Implication structurale de ’allostérie

De nombreux éléments mettent en évidence le lien entre la liaison du ligand
allostérique FBP a PKM2 et les changements conformationnels au sein méme de la structure
du tétramere. Dans un premier temps, le FBP augmente la cinétique enzymatique de la PKM2
sur le PEP. La poche de fixation du FBP se situe sur le domaine C de la protéine PKM2 et
dans tous les états oligomériques possibles du monomeére au tétramére (mais aussi dans
d’autres isoformes comme PKL et PKR). Plusieurs résidus de PKM2 sont impliqués dans
cette interaction, dont Lys433, Ser434/437 et Gly520 pour 1’atome d’oxygene en position 6-
Phosphate. Il est important de noter que quelques résidus comme la Lys433 sont spécifiques
a PKM2 (absent dans le cas de PKM1), ce qui pourrait expliquer que le FBP ne semble pas
modifier I’activité enzymatique de PKM1. Par ailleurs, certaines interactions sont possibles
grace a une boucle de régulation (résidus Gly514-Thr522) localisée a proximité de la poche
de fixation et orientée vers celle-ci, afin d’encapsuler et stabiliser la structure du site de
liaison. Ces deux particularités font partie des conditions nécessaires pour la fixation du FBP
mais aussi pour la transduction du signal allostérique comme indiqué par des études
structurales utilisant des formes mutées de PKM2, dépourvues de modulation allostérique®.
Dans le cas de PKML1, ces deux conditions sont altérées par 1’absence d’une lysine au profit
d’un acide glutamique Glu433, car la différence des propriétés électrostatiques semble jouer
un role majeur. S’ajoute a cela I’orientation opposée de cette boucle de régulation pour PKM 1
qui est externalisée par rapport a la poche de fixation potentielle, ce qui pourrait déstabiliser
la structure d’une poche de fixation du FBP dans PKM1. La proximité de cette boucle
régulatrice par rapport a la zone d’interface de tétramérisation entre deux dimeres de PKM et
sa proximité avec la poche de fixation du ligand FBP participe a I’effet allostérique. Celui-ci
joue un réle primordial sur I’équilibre oligomérique des formes R et T de PKM2 sachant que
la structure présentant une boucle plus rapprochée de la poche de fixation au FBP est observée

dans la forme R, la plus active, de PKM2.

1.4, Pathologies humaines associées a PKM
L’intérét grandissant du rdle des isoformes PKM ces derniéres années a permis de
révéler un lien de cause a effet entre d’une part une dérégulation métabolique des PKM et de
’autre leur implication dans de multiples situations pathologiques. Sera ainsi discuté dans ce

chapitre I’implication des PKM dans les maladies neurodégénératives, musculaires,
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cardiaques, métaboliques, inflammatoires, immunitaires mais aussi et surtout du réle majeur

dans 1’association entre PKM2, infections virales et cancer®*.

1.4.a. Pathologies cardiaques, musculaires et neurodégenératives

La maladie coronarienne se manifeste par une réduction progressive des arteres
coronaires (partant de 1’aorte cardiaque) pouvant conduire a leurs obstructions. Parmi ses
symptomes est 1’athérosclérose, qui se caractérise par un dép6t graisseux et de cholestérol
réduisant le flux sanguin. L’implication de macrophages pro-inflammatoires de type M1 est
aussi observée au niveau de lésions athérosclérotiques pouvant conduire a la nécrose®. Dans
ce contexte, le stress oxydatif est un facteur de risque®, la production d’H.02 provenant
majoritairement de I’activité mitochondriale des cellules immunitaires de type macrophages
présentes sur ces lésions®’. De plus, la cytokine IL-1p est un des marqueurs de régulation de
cette population de macrophages, notamment par son interaction avec les voies de
signalisation HIF-10%. PKM2 permettrait dans ce contexte la mise en place de la réaction
inflammatoire. En effet, PKM2 est surexprimée dans les macrophages ou elle induit I’activité
transactivatrice de HIF-1a par interaction directe, ce qui stimule la production d’IL-1B%.
PKM2 est stabilisée sous forme dimérique nucléaire, et active I’expression des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-1p. Cette activité amene les macrophages M1 dans un état hyper-
inflammatoire favorable a la pathologie coronarienne'®. Dans le cas de I’hypertrophie
cardiaque, I’isoforme PKM1 agirait comme un facteur protecteur. Chez I’Homme, cette
pathologie met en lien une faiblesse du muscle cardiagque avec une demande réduite en acide
gras et une augmentation dans les besoins en glucose des cellules'®. Dans un processus de
constriction de I’aorte, souvent utilis¢é comme mod¢ele d’étude de I’hypertrophie, la perte des
fonctions contractiles des muscles est due a I’incapacité de produire suffisamment d’ATP
pour subvenir a la demande nécessaire, conduisant ainsi a une augmentation de la mort
cellulaire. Dans ce contexte, il a été montre que la perte d’expression de PKM1 aggrave le
dysfonctionnement cardiaque. Lorsque son expression retourne a un niveau normal, cette
derniere protege les cellules cardiaques contre une élévation de la pression sanguine pouvant
conduire a la cardiomyopathie'®. Il a également été récemment démontré que PKM2 joue un
role protecteur dans I’insuffisance cardiaque. Cette maladie se définit comme un syndrome
clinique complexe causé par plusieurs déréglements fonctionnels et structuraux qui affectent

le pompage du sang au niveau du ventricule cardiaque'®. Dans cette pathologie, une
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déficience en PKM2 dans les cardiomyocytes accélere sa progression par une perte de
régulation de la pression sanguine. La surexpression de PKM2 permet de réduire ce
phénomene en modulant la voie RAC1 (petite GTPase)-MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase). La fonction kinase de PKM2 permet de phosphoryler la sérine Ser74 de RAC1, ce
qui permet sa dégradation. Ce processus serait lié au réle de RAC1 dans I’initiation d’un
mécanisme hypertrophique%*-1%,

La dystrophie myotonique de type 1, aussi appelée maladie de Steinert, est une maladie
neuromusculaire qui constitue 1’une des formes les plus communes de dystrophie musculaire

avec de nombreux symptomes de faiblesse musculaire'®

. La principale cause est une
expansion anormale des répétitions CTG en 3°’UTR du géne DMPK (Dystrophia Myotonica
Protein Kinase) induisant une perturbation dans la production de cette protéine dans les
cellules musculaires'®’. Par ailleurs, des études ont également indiqué que la cause de cette
pathologie musculaire serait un désequilibre dans la synthese protéique et dans le
métabolisme anabolique/catabolique'®. Le squelette musculaire a aussi besoin d’un
métabolisme glycolytique fonctionnel. Il a été démontré une surexpression de 1’isoforme
PKM2 ainsi qu’une transition entre PKM1 et PKM2, ce qui peut étre lié a des modulations
des protéines MBNL et CELF provoquant des épissages ‘aberrants’*®. Ce processus conduit
a une altération du métabolisme énergétique et glycolytique conduisant a des symptémes
d’atrophies des fibres musculaires de type 1.

L hypertrophie myofibrillaire se caractérise par une augmentation de la taille des fibres
musculaires au niveau du cceur qui peut entrainer une obstruction sanguine et des
déréglements du muscle cardiaque. Il existe trois types de fibres musculaires (I/11a/l1b) selon
’isoforme de chaine lourde Myosine qui est exprimée (Myn7/2/1 respectivement)'*!. Les
fibres de type Il sont plus souvent impactées par les pathologies hypertrophiques, car celles-
ci dépendent davantage du métabolisme glycolytique afin de répondre a leurs besoins
énergétiques™?. Dans la littérature, il est démontré que 1’hypertrophie musculaire provoque
une reprogrammation metabolique analogue au contexte cancéreux, ou le blocage du flux
glycolytique abolit la croissance des myotubes (fusion de plusieurs myoblastes)**®. Pendant
le développement humain, I’épissage alternatif de PKM est un processus important au sein
des lignées musculaires : PKM2 est présent lors du stade embryonnaire pour contréler la
prolifération puis vient progressivement une transition de cette dernié¢re vers 1’isoforme

PKMI1 a I’age adulte. Or c’est précisément PKM2 qui est plus prévalente chez ces fibres

41



musculaires de type Il (celles qui sont les plus fréquentes dans I’hypertrophie). PKM2 voit
par ailleurs son expression augmentée apres un effort musculaire. Dans un modele de
myoblaste, la perte de PKM2 (mais pas de PKM1) réduit la taille des fibres musculaires saines
mais aussi des fibres hypertrophiques, indiquant ainsi le réle important de PKM2 dans
I’hypertrophie et la reprogrammation métabolique™.

La maladie de Parkinson est une pathologie neurodégénérative qui affecte
principalement les régions motrices du cerveau et provoque une dégénérescence des neurones
dopaminergiques. Des données récentes ont indiqué un lien entre cette dégénérescence et le
diabéte™® notamment parce que la résistance a I’insuline est un moteur pour la progression de
la maladie de Parkinson dont elle favorise les symptdmes'®. De plus, I’hyperglycémie est
aussi un facteur de risque de neurodegénération de la voie nigrostriatale (transport dopamine)
pour le contrdle des mouvements volontaires et associée aux troubles moteurs de type
Parkinson!’-1!8, Dans ce contexte, le phénotype de Parkinson est affecté négativement par
PKM2. En effet, I'utilisation d’un modéle neuronal traité par la 6-hyroxydopamine (6-

OHDA), qui stimule 1’évolution de la maladie de Parkinson, est associée & une surexpression
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Figure 9 : Représentation schématique de 'impact de PKM2 dans la pathologie Alzheimer. Dans un
contexte de stimuli hypoxique, le dimere de PKM2 est prédominant (1). Son accumulation dans le noyau active
la transcription de Aph-1a (2) et favorise ainsi le nombre de complexe avec NCT dans le cytoplasme menant
en aval & une plus forte concentration en y-secrétase (3-4), conduisant finalement a I’accumulation de Ap.

42



de PKM2 et une altération de I’homéostasie mitochondriale. L’inhibition de PKM2 permet
d’inverser ce processus et d’améliorer la tolérance au 6-OHDA, réduisant ainsi le risque de
Parkinson™'?,

La maladie d’Alzheimer se caractérise par une dégénérescence progressive des
neurones menant a une atrophie cérébrale. Ces symptémes sont liés a deux processus que sont
I’agrégation de la protéine Tau d’une part (dégénérescence neurofibrillaire) et I’accumulation
en plaque de protéines B-amyloide (AP). Ces derni¢res sont le produit d’un processus
cellulaire séquentiel qui cible le précurseur amyloide de la B- et la y-secrétase’®, dont la
seconde est notamment régulée par divers signaux comme 1’hypoxie'* ou la production de
ROS!, Alors que PKM1 est plus exprimée dans les neurones, les astrocytes expriment
préférentiellement PKM2'2, Par ailleurs, des analyses protéomiques de tissu cérébral et de
liquide céphalo-rachidien de patients atteints par la maladie d’Alzheimer ont montré un plus
haut profil d’expression des isoformes PKM par rapport a des individus sains, pouvant
indiquer I’implication de ces derniéres dans la pathologie'®*. L hypoxie stimule une transition
vers PKM2 dans les neurones mais pas dans les astrocytes, plus résistant aux stress externes.
La forme dimérique de PKM2 régule positivement 1’expression de APH-1. En effet, son
expression, qui forme une des composantes clés de la y-secrétase, est augmentée grace a
PKM2 par son action inhibitrice de I’histone désacétylase HDAC3. Une fois transportée dans
le cytoplasme, APH-1 forme le complexe précurseur de la secrétase avec la protéine NCT, ce
qui augmente le niveau de y-secrétase. Ce processus conduit finalement a 1’accumulation en
plaque AP, contribuant a la progression de la maladie d’ Alzheimer (Figure 9)'%°. En paralléle,
le dimere PKM2 a la capacité de cibler d’autres protéines nucléaires comme STAT3 et HIF-
la qui ont, dans le contexte neuronal de patients &gés, un réle promoteur fatal menant a une
plus grande sensibilité de ces neurones a des stimulus apoptotiques. Privilégier la forme

tétramérique et cytoplasmique de PKM2 permet d’abolir ce mécanisme de mort cellulaire?®,

1.4.b. Pathologies métaboliques, inflammatoires et immunitaires
La microangiopathie diabétique correspond a une aggravation sur le temps long de la
pathologie du diabete. Elle est souvent associée a une hyperglycémie, une résistance a
I’insuline et un ensemble de mécanismes inflammatoires. PKM2 affecte de nombreuses voies
cellulaires allant de I’activité métabolique en passant par I’inflammation et la production de

tissu adipeux dans le contexte du diabéte!?’-1%8, Des études ont montré une association entre
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le diabete et un ensemble de dérégulation impactant le métabolisme glycolytique, les
fonctions mitochondriales et la production en ROS™. Dans les cellules pancréatiques P,
PKM2 est capable de promouvoir la voie Wnt/CTNNBL1 et plus particulierement CTNNB1
(aussi appelé B-caténine). Ce mécanisme améliore la prolifération des cellules [ et la sécrétion
d’insuline pour réduire le taux de glucose sanguin®*°. En paralléle, on observe une relation
entre PKM2 et la mise en place d’une inflammation chronique. En condition
hyperglycémique, la forme tétramérique de PKM2 contrdle négativement la production
d’inflammasomes NLRP3 (Pyrin-Like Receptor family containing Pyrin domain 3)-
dépendants dans les macrophages. L’inflammasome NLRP3 permet la sécrétion de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires de type IL-18 et IL-1p stimulant la formation de
plaques d’athérosclérose chez les personnes diabétiques'®. PKM2 est aussi un modulateur de
HIF-1o et des voies de réponse a I’insuline. Il existe une régulation fine entre mTOR/miR-
99a/HIF-1a et PKM2. En effet, la surexpression de miR-99a inhibe mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin), conduisant ensuite a une diminution de 1’expression en HIF-1a qui
meéne au final a un métabolisme de consommation du glucose altéré. La production de PKM2
induite par I’insuline - en tant que coactivateur de HIF-1a -conduit a diminuer la glycémie.
Enfin, PKM2 peut aussi influencer I’apparition de possibles complications du diabéte comme
la rétinopathie et la néphropathie diabétique, via son interaction avec les voies TGF
(Transforming Growth Factor)-B et HIF-1a respectivement'*-133,

Les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (BMSCs) ont des
propriétés d’auto-renouvellement et de multipotence par leur capacité a donner diverses
lignées cellulaires dont les adipocytes, les ostéoblastes et les chondrocytes™*. Réguler plus
particulierement 1’équilibre entre adipogenese et ostéogenese est important pour éviter tout
probléme de balance des tissus adipeux mais aussi permettre la formation d’un tissu 0Sseux
sain. La voie Wnt/B-caténine™®® stimule la différenciation ostéogénique (cellules
ostéoblastiques) au détriment de 1’adipogenése (adipocytes)*®. Plusieurs études montrent que
la dynamique et la morphologie mitochondriale sont cruciales pour la différenciation des
BMSCs dans le cadre de I’ostéogenése™®” avec un rdle suppresseur ou promoteur selon des
concentrations en ROS élevées ou réduites respectivement'*®. C’est dans ce processus que
PKM2 intervient car son activation a pour effet global de réduire 1’expression de génes pro-
ostéogenes essentiels (Ostéopontine, phosphatase alkaline, RUNX2...). Pendant I’initiation

de I’ostéogenése, les fonctions mitochondriales augmentent pour suivre la hausse de la
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demande métabolique’®, avec une augmentation de la phosphorylation oxydative pour
répondre a la forte demande en ATP lors de la différenciation'*°. La surexpression de la forme
tétramérique de PKM2 a un réle pro-adipogenése en stimulant 1’expression de génes clés
(Adipsine, PPARY) au détriment de I’ostéogenese, méme si la mécanistique précise reste a
élucider'*’.

PKM2 joue également un role important dans I’immunité et notamment au cours des
tempétes cytokiniques, qui correspondent a une réaction disproportionnée du systéeme
immunitaire au niveau cellulaire (macrophages/lymphocytes) et sécrétoire (cytokines pro-
inflammatoires)*#2. Des hypothéses ont été avancées concernant I’implication d’une transition
métabolique - de la phosphorylation oxydative a la glycolyse aérobie - dans cette
dérégulation’*®. La polarisation des macrophages vers le type M2, avec activité anti-
inflammatoire, est liée au métabolisme du glucose dont ces macrophages sont fortement
dépendants. Dans ce processus, PKM2 est impliguée dans la régulation de la production d’IL-
1B mais aussi dans la polarisation M1/M2 des macrophages, situation dans laquelle PKM2
est surexprimée dans sa forme dimérique phosphorylée nucléaire*’. Elle active ainsi la
transcription du gene codant I’IL-1p. La forme tétrameérique de PKM2 induit la polarisation

M1 des macrophages a 1I’opposé du dimere. Dans le cas d’une réponse inflammatoire, les
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Figure 10: Représentation schématique de I'impact de PKM2 dans des exemples de I’immunité
cellulaire. Dans ces exemples, PKM2 impacte ’activité inflammatoire des macrophages mais aussi les
propriétés d’activation et de différenciation des populations de lymphocytes Tcpas.

HDACSs de classe Ila peuvent interagir avec PKM2 pour induire une glycolyse aérobie induite

par I’activation des récepteurs Toll-like (TLR), ce qui stimule la réponse inflammatoire
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immunométabolique dans les macrophages M1, Les lymphocytes Tcpa+ requierent aussi
PKMZ2 pour leur activation et leur différenciation. Cette population cellulaire contribue a la
maturation des lymphocytes B pour la réponse anticorps, 1’activation
macrophages/neutrophiles et au relargage de cytokines pour préparer la réponse
immunitaire*. Une suractivation des lymphocytes Tcpa+ conduit a nombre de pathologies
immunitaires et ce processus est intrinséquement liée a des variations métaboliques'*®. PKM2
est I’isoforme dominante dans les lymphocytes T, préférentiellement sous un état dimérique
nucléaire. Elle joue également un role de coactivateur transcriptionnel sur les genes Myc/HIF-
1a/mTORC1 qui ont une impact significatif sur 1’activation et la différenciation des
lymphocytes Tcpa+'*". PKM2 est aussi impliquée dans la différenciation en population Thaz,
un sous-groupe de lymphocytes ayant un rdle important dans les réactions immunitaires de
I’hote, mais aussi dans les maladies auto-immunes?*®. En effet, méme si sa contribution n’est
pas un prérequis obligatoire dans la reprogrammation métabolique, I’activation du TCR
(récepteur des cellules T) induit I’expression de PKM2. Celle-ci se retrouve phosphorylée en
Tyr105 puis transloguée dans le noyau ou elle interagit avec STAT3, ce qui permet d’initier
’un des signaux pour la différenciation en Th17'*°. Ces exemples de ’implication de PKM2
au niveau immunitaire®° sont représentés en Figure 10.

Enfin, PKM2 joue un réle dans certaines maladies auto-immunes. La polyarthrite
rhumatoide (PR) est a I’origine de génes et gonflements des articulations. Cette maladie se
manifeste par un déséquilibre entre prolifération et apoptose conduisant a une inflammation
synoviale qui touche les tissus fibreux (tendons...) et entraine la destruction du cartilage
articulaire®™*. Des études ont souligné le caractére hypoxique du tissu synovial au cours de la
PR, associée a une augmentation de I’activité glycolytique'®?. L’hypoxie s’explique par un
comportement biologique des cellules synoviales proche de celles des cellules tumorales
concernant leur prolifération, leur migration et leur invasion®*3, Dans un modele simulant la
polyarthrite, La forme dimérique et nucléaire de PKM2 est surexprimée permettant ainsi
I’activation du TLR2 et la mise en place d’un métabolisme de type glycolyse aérobie (baisse
de la production en ATP et de la respiration mitochondriale)***-*°, La forte quantité de lactate
promeut le caractere invasif de cellules aux propriétés proches du tissu synovial. Dans cet
environnement, PKM2 pourrait moduler le métabolisme, soit de facon positive en privilégiant
la voie lactique (état dimérique) ou inversement (état tétramérique)*®°.

Le second cas de maladie auto-immune impliquant PKM2 est le lupus systémique et
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plus particuliérement I’une de ses complications présentant des manifestations neurologiques
qu’est le lupus neuropsychiatrique®’. Parmi les syndromes récurrents, le dysfonctionnement
cognitif est I’un des plus prévalents avec une temporalit¢ d’apparition plus ou moins
indépendante de la progression et de la gravité du lupus présent chez le patient'*®, Des le début
des années 2000, il a eté démontré que le lupus neuropsychiatrique est associé a une
importante altération du métabolisme glycolytique sur des régions du cerveau de patients
atteints du lupus systémique™™®. Cette étude suggere notamment que PKM2 intervient dans les
symptdmes de spasme infantile, associés a des problémes cognitifs séveres. Elle contribuerait
également a 1’aggravation de I’inflammation et a la destruction synaptique. Dans cette
situation, le métabolisme glycolytique adopte un profil de glycolyse avec une surexpression

de PKMZ2 sous forme tétramérique. Une augmentation de la forme dimérique activerait la voie
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Figure 11: Représentation schématique de I’impact de PKM2 dans la pathologie du lupus
neuropsychiatrique. La suractivation de PKM2 provoque un double effet métabolique, par forte glycolyse et
production en acide lactique, et transcriptionnel par activation de la f-caténine conduisant a I’activation de la
microglie. En résulte ainsi une réaction phagocytaire et inflammatoire disproportionnée conduisant a une
aggravation cognitive du lupus systémique.

B-caténine. Ces deux phénomeénes contribuent a 1’activation de la microglic et de ses
propriétés phagocytaires. En conséquence, 1’activation exacerbée de ces cellules aggrave la
destruction des synapses neuronales et 1’inflammation, phénotype associé a une plus forte

prévalence de dissonances cognitives (Figure 11)*®,

1.4.c. Implication dans le cancer : effet Warburg

47



Le cancer se manifeste par une prolifération cellulaire anormale ayant de multiples
causes externes (environnement, composé chimique...) et internes (mutations, actions

hormonales. ..)"*,

Un des marqueurs majeurs du développement cancereux est la
reprogrammation metabolique car les cellules tumorales sont dépendantes de la glycolyse
aérobie pour leurs besoins énergétiques et 1’activation des voies de biosynthése. En effet,
méme en présence d’oxygene, les cellules utilisent la conversion du pyruvate en lactate, un
processus appelé effet Warburg®?. Dans les cellules tumorales, PKM2 voit son expression
augmentée contrairement aux autres pyruvates kinases PKM1/PKL et PKR®, De plus, PKM2
s’accumule préférentiellement sous une forme dimérique, un état de plus faible activité
enzymatique qui ralentit la glycolyse et entraine 1’accumulation des métabolites en amont de
cette cascade enzymatique. La synthese des métabolites intermédiaires peut ainsi alimenter
des voies de biosynthése comme celle des acides nucléiques (voie des Pentoses Phosphates)
pour soutenir la réplication de I’ADN lors de la prolifération tumorale (Figure 12)'*. La

forme dimérique nucléaire a également des propriétés pro-tumorales comme nous 1’avons
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Figure 12 : Représentation schématique de ’expression de PKM2 en contexte tumoral et de son impact
sur le métabolisme glycolytique.

souligné plus haut'®®. Dans les cellules tumorales, la faible activité enzymatique de PKM2

prévient également I’accumulation des ROS™. Le rdle de c-Myc dans la régulation de PKM2
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est aussi crucial dans les tumeurs, car elle active I’expression des hnRNPs ce qui favorise
I’épissage alternatif au profit de I’expression de PKM2, et donc au détriment de PKM1. Ce
mécanisme est lié 8 mTOR qui active HIF-1a pour initier la régulation de 1’épissage Vvia la
voie c-Myc/hnRNPs®, Pour leur réplication, les cellules cancéreuses ont un besoin important
en précurseurs pour les voies de biosynthese des lipides, hydrocarbonates et nucléotides. Le
ralentissement du flux glycolytique en présence de la forme dimérique de PKM2 joue donc
un role primordial. En plus de la voie de synthése des acides nucléiques précédemment
décrite, la voie de synthése lipidique peut aussi se servir du glucose par la voie serine/glycine
pour produire le glycérol-phosphate, un précurseur des voies de synthése lipidique'®’.

PKM2 est également impliqué dans la production d’exosomes. Il s’agit de structures
endosomales proches des microvésicules membranaires®® servant majoritairement de moyen
de transport pour divers métabolites (protéines, acides nucléiques...) vers les cellules
environnantes, ce qui permet d’en modifier Pactivité’®, Le relargage d’exosomes, corps
apoptotiques et microparticules par les tumeurs impacterait le micro-environnement
tumoral'®. PKM2, sous un état dimérique phosphorylé, joue le role de kinase en
phosphorylant SNAP23 (Synaptosome-Associated Protein 23) qui est une des composantes
du complexe SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Receptor), un acteur majeur dans la
formation et la sécrétion des exosomes’*. PKM2 modulerait également la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), une phase essentielle dans I’acquisition du pouvoir métastatique
des tumeurs. L’EMT est caractérisée par la perte de polarité et d’adhésion entre cellules au
profit d’un gain en propriété de migration et d’invasion*’?. Un des mécanismes impliqués est
la perte d’activité de 1I’E-cadhérine, une conséquence de I’accumulation de PKM2. Cette
derniere se complexe avec TGIF2 (TGF-f Induced Factor homeobox 2) pour promouvoir la
liaison de HDAC3 sur le gene CDH1. Il en résulte une désacétylation de 1’histone H3
induisant la perte de I’expression du géne CDH1 et donc de la concentration en E-cadhérine®”,
Enfin, PKM2 modulerait I’angiogenése, un mécanisme avantageux pour la tumeur cancéreuse
ou de nouveaux vaisseaux sanguins sont génerés pour alimenter les cellules tumorales. Pour
cela, des processus biologiques sont nécessaires comme la régulation de la matrice
endothéliale vasculaire mais aussi de la migration et de la prolifération du tissu endothélial.
La forme dimérique de PKM2 a un rdle initiateur dans le processus angiogénique®’™.
L’activation de la voie IGF-1R est un événement critique ou PKM2 provoque une

dérégulation de la boucle de contréle NF-kB/miR-148a/miR-152 conduisant a un phénotype
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de croissance et d’angiogenése pro-tumoral*”. Sous condition hypoxique, une stimulation
IGF-1 initie I’interaction entre HIF-1a et le complexe nucléaire composé de la sous-unité p65
et de PKM2 pour stimuler I’expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et
ainsi promouvoir I’angiogenése®"®-1"",
1.4.d. Roéle de PKM2 dans les infections virales

Les virus detournent les voies cellulaires métaboliques pour assurer leur
multiplication. Ce phénoméne n’est pas sans rappeler la réorientation des voies métaboliques
observées lorsqu’une cellule normale devient tumorale, notamment pour assurer la production
de précurseurs nucléotidiques'’®. Un apport plus important en métabolites lipidiques est
particuliérement important dans le cas des virus enveloppés®™.
Des travaux ont été conduits dans le cadre de ’infection par le virus de I’Immunodéficience
Humaine de type 1 (VIH-1)*° virus a ARN simple-brin diploide de la famille des
Retroviridae responsable du SIDA (Syndrome d’Immunodéficience Acquise). Ces études
soulignent une altération du métabolisme cellulaire (glycolyse, voie PP et acide gras) lors de
I’infection par VIH-1'¥", PKM2 a un role positif sur la prolifération virale en agissant par
inhibition de la voie autophagique, ce qui conduit a une meilleure transcription du génome
viral par la protéine virale Tat. Les résultats indiquent qu’un traitement par Tat induit une
accumulation de p62, indicateur d’une inhibition de I’autophagie. Ce processus cellulaire vise
a éliminer les composants cellulaires déficients ou non nécessaires. L’autophagie est
contrélée par les voies mTOR, AMPK (AMP-activated protein kinase) et PISK/AKT®2, Tat
joue son réle inhibiteur de 1’autophagie en activant mTOR et PI3K/AKT, inhibant ensuite
AMPK. Dans cette régulation de mTOR et PISBK/AKT, PKM2 est surexprimée suite a une
induction par Tat et semble impliquée dans I’inhibition de I’autophagie®®,
PKM2 serait également impliquée dans I’infection par le Papillomavirus Humain 18 (HPV-
18) un virus a ADN double-brin circulaire de la famille des Papillomaviridae responsable de
cancers affectant les muqueuses orales et ano-génitales'®. Les oncoprotéines virales E6 et E7
sont capables d’influencer positivement le déroulement du cycle glycolytique notamment en
améliorant la captation du glucose et en favorisant la production de lactate. Ce processus
implique les enzymes HK2, LDHA et PKM2. L’inactivation transcriptionnelle des genes
codants E6/E7 par sSiRNA provoque un basculement d’expression du variant PKM de la forme

PKM2 (préférentiellement a 1’état de dimére) vers PKM1 (exclusivement tétramérique). Le
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mécanisme supposé implique la réduction de I’expression de c-Myc, qui serait donc induite
par les proteines E6/E7. Comme nous ’avons évoqué, c-Myc joue un réle important dans la

185 et elle régule notamment deux enzymes du cycle glycolytique, HK®

progression tumorale
et LDHAY, D’autres études démontrent le role de c-Myc dans la transition PKM2 vers
PKM1. Cette activité serait liée a I’induction des hnRNPs (hnRNPA1/2 & PTB1), qui
favorisent 1’épissage alternatif du transcrit du géne PKM vers PKM2,

Un dernier exemple illustrant le réle clé de PKM2 porte sur I’infection par le virus Epstein-
Barr (EBV), un virus a ADN double-brin de la famille des Herpesviridae. Son infection peut
conduire a diverses pathologies dont la plus courante est la mononucléose infectieuse. L’EBV
est aussi associé a des cancers comme le lymphome de Burkitt, la maladie de Hodgkin.
L’EBV est associé aussi a des cancers épithéliaux comme le cancer gastrique ou le cancer
indifférencié du nasopharynx*®. Dans le cancer indifférencié du nasopharynx (NPC), la
protéine virale oncogene LMP1 (Latent Membrane Protein 1) stimule la glycolyse aérobie.
Elle régule négativement HoxC8, permettant ainsi d’augmenter le flux glycolytique'®®. Une
autre étude a révélé son role activateur de la voie AKT conduisant & réduction de la voie
OXPHOS™. L’activation de la voie PI3K/AKT par LMP1 active la voie FGFR1 (Fibroblast

Growth Factor Receptor 1) menant a une voie glycolytique plus efficiente en jouant
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Figure 13 : Représentation du réle de quelques agents viraux sur le métabolisme glycolytique. Ici sont
représentées les données portant sur le réle potentiel de PKM2 dans les infections a HIV-1, HPV-18 et EBV.
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positivement sur 1’expression de diverses protéines dont HIF-1a, LDHA, PDHK1 (Pyruvate
Dehydrogenase Kinase 1). LMP-1 module négativement PKM2 notamment par augmentation
de la phosphorylation favorisant la forme dimérique pro-tumorale’®. LMP1 favorise
¢galement I’influx du glucose en activant le canal GLUTI1. L’impact de LMP-1 sur la
progression tumorale, dans le cadre du NPC, conduit a la mise en place d’un métabolisme de
type Warburg qui favorise la production de lactate, dont de nombreuses activités pro-
tumorales ont été décrites’®. La contribution de PKM2 dans les infections virales décrites
supra est résumée sur la Figure 13.

Ainsi, les réles multiples de PKM2 dans les cancers et infections virales la désigne de
fait comme une cible majeure pour le développement de molécules thérapeutiques innovantes,

ce qui est I’un des attendus de mon projet de these.

1.5. Moléecules naturelles et synthétiques capables de réguler
PKM2

En parall¢le a I’action allostérique du FBP, I’activité de PKM2 est aussi modulable par

d’autres molécules naturellement présentes dans 1’organisme ou via des molécules

synthétiques utilisables a des fins thérapeutiques.

1.5.a. Modulateurs physiologiques

L’un des modulateurs physiologiques de I’activité de PKM2 est la sérine. En contexte
tumoral, sa concentration joue un réle essentiel dans plusieurs voies métaboliques. Il est donc
important pour la tumeur de promouvoir les voies de biosynthése de la sérine'®®. Quand la
concentration en sérine est faible, 1’activité du tetramére PKM2 est réduite, permettant par la
suite un flux glycolytique ralenti ou les intermeédiaires du glucose peuvent étre utilisés dans
la biosynthése de sérine. Dans des tests in vitro avec un apport en sérine, I’activité de PKM2
intracellulaire est augmentée. Cet effet positif résulte d’une interaction directe entre la sérine
et PKM2. Une étude cristallographique montre une poche de fixation pour la sérine par
monomere (Figure 14). La position de cette poche est conservée entre les différentes PK
(PKM1 et PKL/R) mais comme pour le FBP, I’activité enzymatique de PKM1 n’est pas
modulable par la sérine. PKL/R est régulée de facon allostérique par FBP - comme PKM?2 -
mais n’est pas sensible a la sérine’®. D’autres acides aminés peuvent interagir avec cette
poche mais avec des effets inverses, conduisant a 1’inhibition de I’activité de PKM2, comme

la phénylalanine ou la cystéine®®.
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Le composé naturel SAICAR, intermédiaire de la synthese des purines, a été identifié lors de
recherches portant sur de nouveaux métabolites pouvant moduler spécifiquement 1’activité de
PKM2. Celle-ci interagit directement avec SAICAR et cette interaction est suffisante pour
entrainer une plus forte activité enzymatique de PKM2 dans des modeles tumoraux in vitro®®,
Une poche de fixation (par monomere) pour SAICAR est présente sur PKM2 (Figure 14)%',
Le complexe protéique PKM2-SAICAR est capable de phosphoryler plus d’une centaine de
protéines humaines dont une grande partie reste peu caractérisée. Plus précisément, le
complexe PKM2-SAICAR peut directement activer ERK1 in vitro. Toutefois, I’activation de
la voie ERK1/2 phosphoryle PKM2 dans le cytoplasme, ce qui stimule sa dimérisation et sa
translocation nucléaire, créant ainsi au final une boucle de rétrocontréle positive. Tout
stimulus activant EGFR provoque une augmentation de la concentration en SAICAR
intracellulaire, ce qui permet de maintenir cette boucle positive au profit de la transcription

de génes requis pour la prolifération cellulaire®®,
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Figure 14 : Implication et effet de quelques régulateurs naturels sur ’activit¢ de PKM2. Ici sont
représentés les poches de fixation pour les acides aminés, avec un exemple comme la sérine (zone verte), mais
aussi pour le composé SAICAR (zone bleue) avec les interactions indiquées.

L’hormone thyroidienne T3 (triiodothyronine) est une hormone sécrétée par la glande
thyroide. Elle a un impact global dans la régulation du métabolisme. Dans un modele de

cancer du sein, il a été montré que T3 induit une forte activité mitochondriale dont 1’action
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est dépendante de la lignée cellulaire analysée'®®. T3 est aussi capable d’induire la
surexpression de PKM2 dont la prévalence est plus grande en lignée tumorale, plus
particulierement dans son état dimérique. Néanmoins, a ce jour la structure et la localisation
précise de la poche de fixation de T3 a PKM2 reste non caractérisées®®. Enfin, un dernier
exemple d’intérét dans la genése de mon projet de thése est la protéine HMGBI1 (High-
mobility group box 1) aux fonctions multiples que ce soit dans la cellule ou dans le milieu
extracellulaire. Dans le noyau, HMGBL1 peut interagir avec I’ADN mais aussi les histones
pour réguler les processus de transcription. Sous forme extracellulaire, HMGB1 peut agir
comme une molécule de signalisation de stress (Alarmine)®. Sécrétée par les cellules de
I’immunité ou libérée par les cellules nécrotiques, HMGBI1 active des voies de signalisation
pro-inflammatoire en se fixant a des récepteurs cellulaires dédiés®*?. HMGBL1 est un acteur
majeur dans I’induction de I’inflammation en réponse a des stress septiques et non
septiques®®. Dans les tumeurs, HMGBL1 pourrait interagir avec le tétramére de PKM2. Cette
Interaction pourrait se faire au niveau de la poche de fixation du FBP (en Lys433) car la
présence de FBP ou méme de la phosphorylation en Tyrl05 entraine une géne stérique
bloquant toute fixation de HMGB1 sur PKM22%,

1.5.b. Molécules naturelles non humaines ou d’origine synthétique
Plusieurs modulateurs d’origine naturelle, non humaine, ou synthétiques de PKM2 ont
été identifiés (Figure 15). La gliotoxine issue du métabolisme fongique d’Aspergillus
fumigatus cible NF-xB (Nuclear factor kappa B) menant ensuite a la phosphorylation de
I’histone H3 et a un processus de mort par apoptose®®. 1l a également été démontré que cette
molécule est capable de lier directement PKM2 et que cette interaction induit une inhibition
spécifiqgue de PKM2 par rapport a son homologue PKM1. Par sa fixation, cette molécule
induit une perte de 1’effet Warburg provoquant une baisse de production en lactate dans des
lignées de gliome. La gliotoxine inhiberait la phosphorylation de STAT3 par le dimére
PKM22% sans altérer I’expression globale de I’isoforme PKM2%%",
La shikonine est une molécule produite par une plante de la variété Lithospermum
erythrorhizon. Elle est traditionnellement utilisée comme produit médicinal en Chine pour
ses propriétés anti-inflammatoires et antibactériennes®®. Cette molécule agit notamment
comme un inhibiteur du métabolisme glycolytique grace, notamment, a sa capacité a interagir

de fagon directe avec PKIM2%®, Cette interaction réduit la progression tumorale d’une part®'?,
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et stimulerait I’apoptose en favorisant la production de ROS. En effet, I’accumulation des

ROS augmente la perméabilité mitochondriale provoguant le relargage de cytochrome C et la

formation d’apoptosomes. La shikonine induit également une baisse de 1’expression de

différents génes impliqués dans la glycolyse comme 1’hexokinase 2 (HK2) ou GLUTL. Cet
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Figure 15 : Exemples de régulateurs synthétiques sur Pactivité de PKM2. Sont présentés ici les quelques
exemples de molécules pharmaceutiques pouvant interagir avec PKM2. Seule la fixation de TEPP-46/DASA-

58 est caractérisée d’un point de vue structural.

effet est notamment en lien avec 1’inhibition d’une modification de type phosphorylation sur
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PKM2, ce qui provoque une reduction de 1’expression de la forme dimérique de PKM2. Par
ce biais, la shikonine agit négativement sur STAT3, qui est modifiée par PKM22'1-212, Des
molécules activatrices de PKM2 ont été synthétisées, dont le TEPP-46 (thieno[3,2-
b]pyrrole[3,2-d]pyridazinone) ainsi que le DASA-58 (N,N’-diarylsulfonamide)*3. Ces deux
composés agissent de facon positive et spécifique sur I’activité enzymatique de PKM2 sans
affecter PKM1. Ces molécules agissent par interaction directe avec PKM2. Elles induisent un
changement d’activité comparable a celui causé par le FBP ou PKM2 se stabilise dans une
forme tétramérique a haute activité enzymatique analogue a celle de PKM1. De facon
surprenante, des analyses structurales de PKM2 associées a chacune de ces molécules
montrent que leur site de fixation n’est pas situé au niveau de la poche allostérique du FBP3!,
Il se trouve en effet au niveau de la zone d’interaction entre deux chaines du tétramére PKM?2
qui stabilise I’interface A-A’ (interaction des domaines A de deux monoméres formant le
dimére PKM2), région qui permet la transition de la forme monomérique a la forme dimérique

de PKM2. 11 a d’ailleurs été noté que la présence supplémentaire du FBP en plus du TEPP-

) » Effet sur activité Impact sur Implication role
Molécule Origine ) ) ) L o
enzymatique catalytique Oligomérisation nucléaire (Kinase...)
Activateur (surtout a
SAICAR Inhibiteur Dimeére ++ ) (
faible [Glucose])
L Activateur (coopération
Sérine Exprimée chez . (coop Tétramere (Forme R) ++ Inhibiteur
'Homme possible avec FBP)
Phénylalanine Inhibiteur Dimére ++ Activateur
Cystéine Inhibiteur Tétramere (Forme T) Pas caractérisé
Hormone T3 Inhibiteur Dimére ++ Activateur
Inhibiteur fonction
Gliotoxine Exprimée chez des Inhibiteur A confirmer tyrosine kinase du
espéces non dimére
humaines
Shikonine Inhibe I'activité de Inhibe le dimere et le | Resteint |'activité de
pyruvate kinase tétrameére protéine kinase
Reste a étudié mais
TEPP-46 .
L. Considéré comme des Privilégie la forme | hypothése inhibitrice
Synthétique ) , L. , ,
activateurs de type FBP tétramérique (prépondérance
DASA-58 . .
tétramere)

Tableau 1 : Tableau non exhaustif de quelques agents biologiques naturels ou non pouvant altérer la
structure et fonctions associées de PKM2.

46 ou du DASA-58 reste possible, et que sa présence pourrait favoriser la fixation de ces

activateurs pharmacologiques. Cette observation suggeére que la fixation de FBP serait
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nécessaire pour la fixation de ces drogues, qui ne pourraient se fixer sur la forme apo (libre
de tout ligand fixé sur sa structure) du tétramére de PKM23!. Par ailleurs, ces deux activateurs
pourraient géner la prolifération tumorale en privilégiant la voie glycolytique classique par
décarboxylation du pyruvate au détriment des voies alternes pour le métabolisme des tumeurs
notamment la production de lactate ou lipides®**. Les lipides étant 1’un des éléments essentiels
car la perte de capacité de synthese de ces composés induit une inhibition de la prolifération
cellulaire.

L’ensemble de ces exemples de molécules ciblant PKM?2 est résumé en Tableau 1.

1.5.c. RO0les des ARNs non codants

Des ARNSs non codants modulent I’activité de PKM2. Une premicre catégorie d’ARN
non codants est celle des microARNs (miARNS) qui se caractérisent comme de courtes
séquences (19 a 25 nucléotides) impliquées dans la régulation de I’expression des génes au
niveau post-transcriptionnel®®®. Un seul d’entre eux peut néanmoins cibler plusieurs centaines
d’ARN messagers (ARNm) et ainsi moduler 1’activation de nombreuses voies fonctionnelles
dans la cellule®®®. Leur réle a été invoqué dans les cas de stéatose hépatique non alcoolique
du foie (NASH), pathologie présentant une symptomatique inflammatoire avec dérégulation
des hépatocytes couplée ou non a une fibrose®!’. En effet, des études ont souligné un lien
causal entre NASH et I’effet Warburg bien que la mécanistique impliquée, notamment au sein
des cellules de Kupffer (macrophages du foie), reste a étudier®®, L’un des acteurs pourrait
étre le miR-122-5p, spécifique du foie notamment chez I’Homme et la souris®®. Chez les
patients NASH, 1’expression de miR-122-5p est réduite®®. Dans cette situation, PKM2 est
surexprimée et les cellules présentent un profil glycolytique plus actif. Ce phénotype pourrait
s’expliquer par la réduction d’expression de miR-122-5p, qui inhibe I’expression de PKM2.
La région de fixation de ce miARN se localise au niveau de la région 3’UTR de I’ARNm
venant de la transcription du gene PKM (Figure 16A) ce qui conduit a la perte d’expression
de PKM2221-222,
La protéine PTB1, membre des hnRNPs, est impliquée dans 1’épissage alternatif du transcrit
PKM?%, Parmi les miARNSs existants, prés d’une dizaine ont la capacité de cibler ’ARNm
codant cette protéine®. Ils pourraient impacter 1’effet Warburg en modulant ’expression des
isoformes M1/M2 en contexte tumoral®®. C’est le cas de miR-124. D’autres miARNs

pourraient affecter 1’expression de PTB1, comme miR-1 ou miR-133 dans le muscle, ou miR-
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9 ou miR-137 dans le cerveau.

Les ARN long non codants (InNcARNSs) sont également impliqués dans la régulation de PKM2.
A T’inverse des miARNSs, ce sont des ARN non codants d’une taille supérieure a 200
nucléotides. Une expression aberrante des INCARNs est impliquée dans de nombreux
processus cancéreux et métaboliques®?®, notamment en raison de leur capacité a interférer
avec les miARNs pour empécher leur fixation sur les ARNmM?’. Ce type d’observation a été
fait dans le cadre de cancers pulmonaires®®. Dans ce contexte pathologique, IncCARN
HOXAZ11-AS aurait une action oncogeéne®”. Dans le cas de I’adénocarcinome pulmonaire, la
surexpression de INCARN HOXA11-AS s’associe a une plus forte prolifération, invasion et
angiogenése du cancer non a petites cellules (CBNPC)?®, Les IncARNSs interviendraient dans
le contrdle de la glycolyse aérobie en réponse a la forte demande énergétique des tumeurs®,
Il a été notamment montré par Chen et al. que I’inhibition du IncARN HOXA11-AS inhibe
la prolifération tumorale et I’activité glycolytique, un effet réversible par surexpression du
miARN miR-148b-3p (Figure 16B). La perte d’expression de HOXA11-AS entrainerait une
inhibition de I’expression de PKM2 par I’action inhibitrice du miR-148b-3p#*2,

Un effet du INcARN VAL sur I’activité de PKM2 a été démontré dans les cancers gastriques
(CQ). En effet, une étude de I’équipe de Dai et al. a constaté qu’une surexpression de VAL
n’a que peu d’influence sur le taux en protéines PKM2 mais agit plutét sur son activité
enzymatique. Ce mode d’action serait dd a I’interaction directe de ce IncARN avec le domaine
kinase de PKM2. Cette région comprend la partie N-terminale (1-44) de PKM2 et plus
largement la région 44-388, la région ou la Parkine peut se lier a PKM2 et jouer son réle de
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Figure 16 : Exemples de I’action régulatrice de quelques ARN non codants sur Pactivité de PKM2. (A)
Représentation schématique du site de fixation du miR-122-5p au niveau du 3’UTR du géne PKM, tirée de
I’article de Inomata (B) Représentation schématique des interactions nucléotidiques entre PKM/miR-148b-
3p/HOXAL1-AS ou la ligne rouge représente la concordance de séquence pouvant étre cibler par PKM ou
HOXAL1-AS (tirée de I’article de Chen et al.).
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ligase E3. C’est donc par effet de compétition dose-dépendante que VAL se lie 8 PKM2 en
empéchant la fixation de la Parkine et en provoquant la perte de 1’ubiquitination de PKM2,
ce qui permet d’augmenter 1’activité enzymatique de PKM2. De plus, la surexpression de
VAL entraine un abaissement de I’activité de la pyruvate carboxylase, enzyme clef de la
gluconéogenése. En combinant de facon synergique ces deux roles, VAL promeut la
progression maligne de type CG. Il a d’ailleurs ét¢ montré que le taux en ce IncARN est
associé négativement avec la progression tumorale et le pronostic des patients CG.
L’expression de VAL permet a la fois une meilleure consommation en glucose mais aussi une
production optimale de lactate et d’ATP grace a son action régulatrice positive sur PKM2.
Dans un contexte de déficience en glucose, I’expression du IncARN VAL est stimulée. Il
aurait donc un réle important dans la résistance au mangue de nutriments en contexte tumoral
CG233.

En conclusion, PKM2 est une enzyme clef de la glycolyse qui permet un contréle fin
basé sur des modifications transcriptionnelles, traductionnelles mais aussi post-
traductionnelles. Celle-ci est aussi impliquée dans de nombreuses pathologies, dont nombres
d’entre elles avec une origine virale mais aussi un devenir cancéreux. C’est dans cette optique
gue nous avons cherché, dans ce projet, a mieux comprendre la dynamique moléculaire a

haute résolution de la PKM2 dans ses différents états mais aussi de son isoforme PKM1.

Chapitre 2. Dynamique moléculaire

2.1. Introduction et principe

Dans un contexte de recherche de sites moléculaires ayant la capacité a se lier a un
composé thérapeutique, il est important de pouvoir connaitre la position de chacun des atomes
qui constituent un systéme moléculaire dans un espace donné afin de mieux comprendre son
activité et ses potentielles interactions avec son environnement biologique immediat. En effet,
dans un contexte cellulaire, une grande partie des protéines peuvent interagir entre elles ou
avec d’autres composés moins complexes, et la connaissance de la structure tridimensionnelle
de ce systéme peut ainsi déterminer I’effet de certaines mutations sur la capacité d’interaction
d’une protéine avec un autre ¢lément de son environnement. De plus, une proportion non
négligeable de protéines présente des sites de liaisons potentiels difficilement observables

dans un contexte de non-interaction avec d’autres ligands, on les qualifie de sites cryptiques.
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Ceux-ci sont souvent considérés comme des régions qui se forment dans un systéme lié a un
ligand (ou systéeme holo) mais qui reste peu, voire non détectable, dans un systeme libre (i.e.
sans ligand ou systéme apo)®*. D’ou I’importance de pouvoir disposer du plus grand nombre
possible de conformations moléculaires pour un systéme donné afin d’avoir une
compréhension précise a 1’échelle atomique. Il est connu depuis longtemps que les protéines
sont des systemes complexes « dynamiques », et que chacun des sites moléculaires qui les
constituent peut présenter des modifications conformationnelles dans un contexte de liaison
avec un ligand. Les méthodes de la chimie théorique, et plus précisément ici la dynamique
moléculaire (DM), permettent de déterminer un ensemble de conformations moléculaires
pour des systémes allant de I’atome a des composés beaucoup plus complexes allant jusqu’au
milliard d’atomes. Les approches de DM permettent de simuler le mouvement au cours du
temps d’un ensemble d’atomes ayant des positions initiales données et qui vont ensuite
évoluer en suivant les lois de Newton de la mécanique dite classique. Chague atome est ainsi
caractérisé comme un objet avec une masse ponctuelle initiale, mais aussi par 1’addition d’un
ensemble de forces s’exercant sur lui, analogue ici au mouvement. Ainsi, a partir d’une
particule ayant une masse et une position initiale, la dynamique moléculaire permet d’extraire
les mouvements atomiques de chaque atome d’un systéme dans un intervalle de temps donné,

générant ainsi un ensemble de conformation que peut prendre le systéme.

2.1.a. Histoire et principe de base

Les méthodes DM ont été congues a 1’origine au sein de la communauté de la physique
théorique dans les années 1950 par les travaux de Berni Alder et Tom Wainwright®®. Ils ont
notamment démontré le potentiel du traitement informatique et de la vitesse des ordinateurs
dans I’étude de 1’évolution dans le temps d’un systéme a N atomes. Etant intimement lié aux
ressources informatiques, des premiers algorithmes de DM permettant de prendre en compte
un ensemble avec un nombre d’atomes, un volume et une énergie totale fixée ont permis la
génération d’une simulation DM a température constante dans des travaux de Leslie
WOODCOCK de 1970%%, Par la suite, ces simulations ont évolué en suivant I’évolution des
ressources informatiques, permettant désormais d’accéder a des systémes utiles a la
compréhension de processus biologiques comme des protéines dans un solvant ou bien des

complexes protéiques plus gros comme le ribosome?’-2%,

60



La mécanique quantique n’étant adaptée que pour des systémes de petite taille, la DM couplée
a une méthode empirique d’évaluation de 1’énergie est 1a candidate idéale pour pallier le temps
de calcul nécessaire pour générer I’ensemble des conformations dynamiques voulues en
fonction du temps dans 1’étude d’un systéme biologique complexe. En effet, le choix du pas
de temps nécessaire pour résoudre les équations numeériques de DM est crucial et, en pratique
trés court, de I’ordre de la femtoseconde (fs, 101%s), afin de pouvoir mimer les phénomeénes
les plus rapides de vibration entre les atomes. C’est pour cette raison que jusqu’a trés
récemment les calculs de DM étaient limités a des simulations de 1’ordre de la nanoseconde
(ns, 10%s) pour simuler, a ’aide des plus récents champs de forces, des systemes dans des
conditions les plus proches possible de la réalité. Néanmoins, de nombreuses nouvelles
stratégies de DM ont permis de pousser les simulations jusqu’au domaine de la microseconde
(us, 10°%s) voir, plus rarement, de la milliseconde (ms, 10-3s)%°, Ces améliorations sont liées
a I’utilisation massive de cartes graphiques types GPU (Graphic Processor Unit) pour le calcul
et a la mise en place de stratégies d’échantillonnage accéléré permettant de mieux explorer
I’espace conformationnel des systémes?*.
La DM permet de produire une trajectoire d’un systeme a N atomes en intégrant la deuxieme
loi de Newton. Pour cela, différentes étapes sont nécessaires :

1. Connaitre les positions xyz ainsi que les vitesses Vxy, pour chacun des atomes de notre

systéme en condition initiale,
2. Choisir un champ de forces agissant sur chacun des atomes et qui soit bien adapte, i.e.
qui possede une paramétrisation permettant d’étre prédictif,

3. Décider du modele de solvatation optimal (explicite ou continu),

4. Choisir un algorithme d’intégration des forces robuste et numériquement stable,

5. Décider de I’ensemble thermodynamique a considérer (nombre atomes, volume...),

6. En option, utiliser des méthodes accélératrices d’échantillonnage de la DM,

7. Faire le choix judicieux du logiciel de DM (efficacité paralléle, stabilité numérique).
Dans le cas d’une simulation de DM et aprés avoir pu obtenir les différentes forces, une

intégration selon la 2éme loi de Newton (1.1) est réalisable :

dZ'Tl' -6

mi dt? =f;. =5'_Ti.U(r1'r2’”.’rN) (11)
avec ri représentant la position atomique a I’instant t, fj étant la force qui agit sur cet atome et
U son énergie potentielle totale dépendante de la position de chacun des atomes du systéeme

N. Ces simulations se placent dans le cadre de I’approximation de Born-Oppenheimer
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consistant a découpler le mouvement des électrons avec celui du noyau, c’est-a-dire de
considérer que le mouvement des électrons, en raison de leur masse bien inférieure au noyau,
est considérablement plus rapide que celui du noyau. Cela permet de considérer les noyaux
comme immobiles et ainsi simplifier les calculs pour 1’étude du mouvement électronique au
sein du systéme. Résoudre ces équations permet d’obtenir, pour chaque atome, son
acceélération ainsi que sa vitesse et sa position individuelle. Il est ainsi possible de créer une
trajectoire dans le temps qui décrit et relit le mouvement de chacun des atomes au sein du

systéme étudié.

2.1.b. Ensemble de coordonnées et vitesses initiales
Les premieres informations cruciales a connaitre avant de lancer une simulation de
DM sont les jeux de positions et de vitesses initiales pour chacun des N atomes de notre
systéme. Concernant les positions respectives des atomes, celles-ci peuvent provenir, par
exemple, d’une structure cristallographique issue d’un fichier PDB accessible en libre acces

sur la Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). Dans le cas de structures de liquides ou de

complexes moléculaires, il est souvent approprié de partir de la structure cristalline qui sera
ensuite chauffée a une température adaptée. Pour obtenir les informations sur les vitesses
initiales, celles-ci peuvent-étre attribuées par une approche aléatoire reproduisant une
distribution de Maxwell-Boltzmann. Celle-ci permet de donner une distribution de probabilite
de vitesse pour un atome en fonction de sa propre masse mais aussi de la condition de
température voulue. Il est aussi important de savoir qu’au début d’une simulation, le systéme
présente toujours des conditions de températures et pressions non optimales. Pour amener
notre modele a son état d'equilibre, une phase d'équilibrage doit se produire. En effet, cet état
initial n’est pas représentatif de ce qui est appelé 1’état thermodynamique a 1’équilibre. C’est
pour cela que les premiers pas d’une simulation, souvent de 1’ordre de quelques milliers, sont
clé afin de relaxer progressivement la structure pour qu’elle puisse acquérir cet état
d’équilibre. De nombreux moyens permettent de vérifier 1’acquisition de cet état comme la
lecture des parameétres de I’énergie potentielle ou aussi de la pression et température dont les
valeurs montrent une dérive majeure avant de se stabiliser autour d’un plateau. Une précision
pour le début de la simulation : il est important de chauffer progressivement le systéme vers
la température que I’on souhaite et ainsi de permettre au systéme de prendre sa configuration

énergétique de plus bas niveau®,
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2.1.c. Choix du champ de forces

2.1.c.i. Geéneralités

Pour la mise en place de toute simulation de DM, des équations mathématiques
paramétriques caractéristiques de chacune des forces (et énergies) pouvant agir sur tous les
atomes d’un systéme sont nécessaires : c’est ce qu’on appelle le champ de forces. Celui-ci est
nécessaire dans 1’optique de bien définir I’ensemble des paramétres nécessaires a un systeme
donné pour reproduire au mieux la réalité. Chaque équation est donc associée au calcul d’une
contribution spécifique de 1I’énergie potentielle totale. Celles-ci permettent de donner diverses
informations sur les interactions entre atomes ‘liés’(énergies de liaison, d’angle de valence et
de latorsion) , ou ‘non liés’ (interactions de van der Waals (vdW), électrostatiques et liaisons
hydrogénes).
De maniére courante, les champs de forces sont souvent employés sur la base d’un modele a
charge fixe. Ainsi, chaque atome se voit donner une charge électrostatique qui ne prend pas
en compte I’effet de I’environnement local, on parle de champ de forces non polarisable®*,
Néanmoins, dans le cadre de 1’¢tude de systeme plus complexe en vue de comprendre des
mécanismes biologiques (protéines...), de nouveaux champs de forces ont été développés
pour y inclure cet effet de polarisabilité pour représenter correctement la densité de charge de
chaque particule tout en prenant en compte I’influence exercée par les atomes voisins. Leur
adoption fut retardée initialement par un besoin plus important en capacité de calcul du fait
d’équations plus complexes. En pratique, I’effet de polarisabilité peut étre inclus dans les
champs de forces en utilisant divers modeles : dipoles induits, particules de Drude etc...
Malgré une diversité importante du nombre de champs de forces dans la littérature,
I’expression générale d’un champ de forces classique est restée pratiquement inchangée au

cours de son histoire et peut s’écrire sous la forme fonctionnelle suivante :
U= Eliaisons + Eangles + Etorsion + Eimpropres + EVdW + EEl
Les quatre premiers termes concernent les interactions intramoléculaires et les deux derniers

les interactions intermoléculaires. Plus en détail, chacun des termes 2*® correspond a :

Termes intramoléculaires

e Ejiaisons pour I’énergie d’élongation des liaisons (ou ‘Stretching’) qui est représenté par

un potentiel harmonique ayant 1’équation (1.2) :

k
Eligisons = Zliaisons?d (d - do)z (12)
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avec kg symbolisant la constante de force de la liaison. do représentant la longueur de
référence lorsque le systeme est a 1’équilibre et d, la longueur dite ‘instantanée’ de la
liaison.

e Eangies représente 1’énergie potentielle obtenue lors du phénomene de déformation des
angles et a pour équation (1.3) :

Eongles = Zangzeskjg (6 —6,)? (1.3)
avec ko représentant la constante de force de flexion pour chaque angle
indépendamment (valeur souvent inférieure a celle de kg car plus ‘facilement’
perturbable) et 6/0o caractérisant respectivement les valeurs d’angles instantanées ou a
I’équilibre entre 3 atomes).

e Etorsion COrrespond au terme du potentiel énergétique de torsion du systeme moléculaire
et qui est représenté comme une fonction des différentes rotations autour de chacun
des angles diedres. Cette valeur a pour équation (1.4) :

Etorsion = Zdiédreskf (1+ cos(nt — @y)) (1.4)
ou ke correspond a la constante de force de courbure, avec n le nombre de minima
d’énergie possibles entre 0 et 2w associé a I’angle de torsion t et au facteur de phase ®o
permettant de déterminer la position des minima. Différentes combinaisons n/®q sont

possibles (Tableau 2).

Valeur des ST —
Valeur de n |valeur de ﬂl‘ﬂ minimums locatn Signification sur I'environnement structural
1 0 180 conformation en -trans
180 0 conformation en -cis
2 0 90 et 270 X
180 0 et 180 phénoméne planaire forcé
carbone en sp” & conformation décalée (énergie
0 60/180 et 300 potentielle plus basse par rapport aux autres
conformations possibles)
3

carbane en sp® & conformation éclipsée (énergie
180 0/120 et 240 potentielle plus élevée par rapport aux autres
conformations possibles) — Instable

Tableau 2 : Tableau énumérant les différentes possibilités de valeurs des couples n/®, pour I’ordre de
calcul des énergies de torsions des angles diedres.

o Eimpropres €st nécessaire dans le cas de la préservation de I’aspect planaire de certaines
géométries moleculaires ou bien afin d’inclure le caractére chiral de groupements

chimiques dans I’énergie de torsion. Elle est déterminée par I’équation suivante (1.5) :

k
Eimpropres = Zimpropres?w (1.[) - 1.[)0)2 (15)
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ou ki, est une constante de force, avec (y-yo) correspondant a une valeur d’angle pour

I’instant t correspondant a la déviation par rapport au plan du systéme.

L’ensemble de ces constantes empiriques est déterminé sur la base de diverses données
d’origine expérimentales (spectroscopie...) ou théoriques (calcul quantique...) et est ainsi

stocké dans ce fichier de paramétrage pour notre champ de forces.

Termes intermoléculaires

Les deux derniers termes définissant le champ de forces caractérisent les interactions
entre atomes de nature non covalentes. En général, ces termes ne s’appliquent qu’aux atomes
avec un certain degré de distance les séparant, généralement au moins trois liaisons covalentes
pour éviter tout risque de divergence lors de la résolution des calculs numériques. Ces
divergences sont liées a des interactions de type 1-2 ou 1-3 (1 ou 2 liaisons covalentes de
séparation respectivement) et peuvent en effet entrainer des phénomenes répulsifs ou attractifs
de courte distance. Néanmoins, ces termes sont couramment ¢liminés en considérant qu’ils
sont déja amplement décrits dans les parties intramoléculaires du calcul. Des interactions de
type 1-4 (3 liaisons qui séparent les deux atomes) sont possibles mais peuvent étre largement
exclues a I’aide de différents facteurs de correction qui sont propres a chacun des choix de
champ de forces, d’ou la nécessité de faire preuve de prudence dans le choix d’un jeu de
paramétres de champ de forces issu de la littérature®**. Ces termes intermoléculaires sont
nombreux et propres a chacun des champs de forces mais deux d’entre eux sont couramment
utilisés :

e Evaw correspondent aux interactions de type vdW et effectuent la balance entre des
forces répulsives, issues de la superposition des régions électroniques de chacun des
atomes (échange de Pauli), et attractives, provenant de I’interaction entre dipdles

instantanés (dispersion de London). Son potentiel se détermine par 1’équation suivante
(1.6) :

Evaw = XZvaw 4 € [(%)12 - (2)6] (1.6)

r

Deux parameétres sont ajustables : o qui représente la distance minimale ou le potentiel
intermoléculaire entre les deux particules est de 0, et € qui indique la valeur d’énergie
potentielle minimale et représentatif de la force d’interaction entre deux particules

(Figure 17)%% 2%®_Cette force de vdW intervient entre n’importe quelle paire d’atomes
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appartenant a des molécules différentes ou non. Ces deux parameétres o/ sont définis
pour chaque atome individuel dans un champ de forces donné par soucis de
simplification. Le potentiel « 12-6 » de Lennard-Jones est le plus souvent choisi
comme équation descriptive de ces interactions méme si d’autres sont également
possibles comme celui de Buckingham qui est plus adapté pour certains systemes

comme les composés organiques?’-24,

Energie
A
3 (g\2_ gy
E\"dw—z 48“ ) (=) ]
Vdw r r
o
0 {_ g >
Distance
4 0
£
Emin ;

Figure 17 : Représentation graphique illustrant les parametres de vdW. Ici est indiqué un exemple du
potentiel de vdW entre les centres de deux atomes donnés. Lorsque la distance r diminue, la possibilité
d’interaction augmente et est corrélée a une diminution du potentiel énergétique. Une fois la distance
suffisante, les deux atomes atteignent un état d’équilibre, symbolisé par la distance ¢ ou le minimum de
1énergie potentielle est atteint (Emin= €). Sil’on cherche a continuer I’approche entre les deux atomes (r proche
de 0), des forces de répulsion débutent de par une superposition de leurs couches électroniques, marquant une
augmentation rapide du potentiel.

o Enfin, le dernier terme de 1’équation est Eel et décrit les forces électrostatiques qui sont
déterminées a I’aide de 1’équation suivante (1.7) et impliquent des couples de charges

atomiques partielles localisées sur les noyaux :

Egr=2i; L — (1.7)

4TTEGE, rl'j

L’équation a comme paramétres les charges partiels qi/gj des atomes i/j étudiés le vide

(i.e. permittivité diélectrique dans le vide donné par 4meoe1) ou les deux noyaux
atomiques sont séparés par une distance rj;.

La Figure 18 regroupe I’ensemble des interactions calculées dans un champ de force.

Apparut dans le courant des années 50-60 en lien avec I’avénement et le

développement des technologies de DM, les champs de forces ont pour objectif principal
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Figure 18 : Représentations schématiques des différents types d’interactions mesurées par un champ de
forces classique. Les interactions de type vdW sont représentées par les distances en pointillés séparant les
atomes en rouge sur I’image de droite, ceux en image de gauche représentent des interactions €lectrostatiques
mettant en jeu des charges dipolaires sur chacun des atomes séparés par une distance en pointillés interagissant
dans ce schéma.

I’obtention réaliste des structures moleculaires et de leurs parametres associés (énergies,
spectre...)®®. Ainsi, les premiers d’entre eux ont été créés pour I’étude des composées
hydrocarbonés®° puis de groupements plus complexes comme les alcools ou les amides. Le
développement du domaine a depuis continué a progresser pour 1’étude de systéme de plus
en plus larges et complexes. On distingue d’une part les champs de forces classiques/non
polarisables (n-pFF) comme AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement)®?,
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation package)?*?, COMPASS (Condensed-phase
Optimized Molecular Potentials for Atomistic Simulation Studies)®® ou CHARMM
(Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics)®*. Ceux-ci sont encore trés souvent
utilisés de nos jours mais, comme évoqué précédemment, ne sont pas capable de prendre
compte des effets de polarisation du a leur environnement. C’est ainsi que les années 80-90
dévoilent les premiers champs de forces polarisables (pFF) tels SIBFA (Sum of Interactions
Between Fragments Ab initio computed)®®, PIPF (pour Polarizable Intermolecular Potential
Function)®°, DRF90%’ ou plus particulierement AMOEBA (Atomic Multipole Optimized
Energetics for Biomolecular Applications)®*®,%°, Aussi, certains des anciens champs de forces
non polarisables énumerés précedemment se sont modernises pour fournir des versions
polarisables comme pour CHARMM?®*°, AMBER?* ou encore GROMOS?%2, Une liste plus

compléte peut se trouver dans une référence de Cieplak et al.?63-264-265 Dans le cadre de cette
these, le champ de forces AMOEBA a été choisi pour sa capacité a prédire avec précision la

dynamique conformationnelle d’un systéme protéique notamment en Se basant sur de
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précédents exemples sur 1’étude d’un autre modéle de protéines, la protéase du COVID-192%°,

Ce champ de forces permet de modéliser toutes sortes de propriétés physico-chimiques en
milieu aqueux avec une bonne flexibilité intramoléculaire, un gros avantage surtout couplé a
sa prise en charge de la polarisation électrostatique (par un modele des multipdles distribués)
lui permettant, par exemple de déterminer fidélement les spectres de vibration moléculaire.
Par des études comparatives menées par Jensen et al.?’, il a été montré que des champs de
forces n’utilisant que des charges ponctuelles pour le calcul de 1’énergie électrostatique de
type AMBER/CHARMM ne peuvent prédire qu’a peine la moitié des conformations des
acides aminés, quand 1’usage d’AMOEBA, avec la prise en compte des effets de polarisation
et I’utilisation de multipdles distribués, permet d’atteindre une meilleure couverture allant

jusqu’a 80 % des conformations possibles®®®.

2.1.c.ii. Caractéristiques du champ de forces polarisable AMOEBA
Ce champ de forces se différencie des approches non polarisables par des équations

plus étendues au niveau des interactions non covalentes. Les interactions covalentes prennent
en compte Ejiaisons/Eangles/Etorsion/ Eimpropres COMMe présenté précedemment et un autre élément
appelé Esp (couplant la mesure d’étirement et de flexion des angles de liaisons), alors que les
interactions non covalentes déterminent Evaw pour les liaisons vdW ainsi que les potentiels
electrostatiques permanents et induit Egi-perm/eet-ing. L’ équation du champ de forces AMOEBA
a donc la forme fonctionnelle générale suivante (1.8) :

Esmorsa = Eiiaisons + Eangtes + Etorsion + Eimpropres + Esp + Evaw + Esi—perm + Eri—ina (1.8)
Outre la prise en charge du caractere polarisable du systeme, ce qui différencie principalement
AMOEBA d’une approche n-pFF est la prise en charge de multipdles atomiques allant
jusqu’aux quadrupdles pour calculer les interactions électrostatiques. Ceci permet de mieux
modéliser certaines propriétés directionnelles de certains types d’interaction comme les
liaisons hydrogenes, les effets de pi-stacking... De plus, la prise en charge de la polarisabilité
permet au champ de forces AMOEBA de répondre dynamiquement aux changements de
I’environnement du systéme, ce qui le rend utilisable dans des milieux biologiques variés
allant des kinases®®® aux canaux ioniques?’. Lors de sa conception, AMOEBA a été paramétré
a I’aide d’un ensemble de données expérimentales en phase condensées couplé a des calculs
de chimie quantique de haute précision réalisés en phase gaz. Grace a cela, ce champ de forces

a été paramétré pour de nombreux types de composés allant de 1’eau®’* a des composés
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organiques complexes comme des protéines®®® ou acides nucléiques®™®. Le but initial de la

création d’ AMOEBA était d’approcher une précision de 0,5 kcal/mole sur les énergies libres

d’interaction dans un contexte d’étude d’une interaction protéine-ligand. Nous allons donc

présenter ci-dessous plus en détail les composantes de 1’équation 1.8 &’ AMOEBA?"2-273:

Interactions covalentes a faible distance :

Pour la représentation de ces interactions, AMOEBA dispose d’un ensemble de
paramétres et d’équations pour décrire la flexibilité intramoléculaire de facgon
complete. Eiiaisons décrit ainsi 1’étirement des liaisons (1.9), Eangles 1a flexion de I’angle
(1.10) et Esb le couplage étirement-flexion (1.11). Ces équations ayant pour origine un
précédent modele de champ forces nommé MM327, elles permettent aussi la prise en
charge de I’anharmonicité en incluant les écarts par rapport aux longueurs et angles
idéaux (req/0eq) :

Eliaisons = Zliaisonsuniques kr(r - req)z (1 - 255(7" - req) + 3793125(7’ - req)z) (19)

Eangtes = Sangtesuniques Ka(6 = 8q)” (1= 0.014(8 — 6,4) +5.6 x 1075(6 — 6,)" ) (1.10)

Esb = Zsbuniques kra[(r - req) + (T' - relq)] (9 - eeq) (1-11)

2

Avec : les paramétres d’angles 0 (en degrés (°)) et de longueurs de liaisons (r/r ), en
Angstrom (A) et la constante de force ki/ka/kra (kcal/mol). De plus, le champ de forces
AMOEBA présente un caractere anharmonique (modéle non linéaire avec des
géométries moins stables dans le temps) qui se traduit par une expansion vers un niveau
supérieur de la surface d'énergie potentielle du systeme moléculaire par rapport a une
géométrie de référence genéralement définie comme la structure a son état d'équilibre.
Une fonction de type Wilson-Decius-Cross (1.12) est utilisée pour caractériser les
énergies de flexion ‘hors plan’ (Eimpropres) QUi SONt restreintes aux atomes portant des
centres sp?, i.e. centres trigonaux hybridés (combinaison d’une orbitale atomique s
avec deux orbitales p et concernant tout atome ayant un centre atomique de géométrie

électronique trigonale) :

Eimpropres = Zimpropres 0-02191418x)(2 (112)
Ou y caractérise 1’angle entre un vecteur jl et le plan de geometrie ijk dans le cas des

centres atomiques i, j, k, | séquentiellement liés. Pour finir sur les interactions
covalentes prise en compte dans AMOEBA, 1’énergie potentielle de torsion (Etorsion)

est calculée par une expansion de Fourier classique (1.13) limitée a n=6 et de la forme
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suivante :

Erorsion = Ltorsionsuniques 2m Vo [1 + cos(nf — ¢;)] (1.13)
Ou V;j correspond a une constante de force de torsion,  a I’angle diédre entre le plan
a-b-c et la région de torsion a-b-c-d et enfin @; a la constante de phase définie
précedemment. Dans un contexte impliquant deux centres atomiques de géomeétries
trigonales ayant une plus forte barriere énergétique de rotation (comme la liaison
amide), ’'usage de la fonction de Bell permet une meilleure flexibilité de ces atomes

impliqués (hydrogénes en contexte de cycle aromatique par exemple)?™.

Interactions de van der Waals

Afin d’évaluer les effets de répulsion et d’attraction entre deux atomes décrits par
AMOEBA, il faut généralement utiliser 1’équation de Lennard-Jones précédemment
décrite afin de mesurer les interactions de vdW, mais ici plus particulierement

AMOEBA la forme fonctionnelle tamponnée 14-7 ou équation de Halgren (1.14) :

7
Fraw = 33005 () (70— 2) (114)

pij+0.07
Avec : gjj indiquant la profondeur du puit (ou valeur d’énergie potentielle minimale)
en kcal.mol™ et pjj tel que pij = Rjj/R%; faisant le lien avec d’une part la distance réelle
séparant les centres atomiques i et j en A mais d’autre part avec RY%;, la distance
énergétique minimale. Ce terme n’est considéré ici qu’entre des pairs d’atomes de
nature hétérogene, ces parametres étant donnés en résolvant les lois de combinaison
suivantes (1.15) :
-y

ii ji

La fonction de Halgren permet de déterminer des zones répulsives plus souples que la

4£ii€jj

2
1/2 1/2)
(e tey

(1.15)

gl'j =

forme fonctionnelle 6-12 mais dans un but précis d’avoir un modéle plus reproductif
des interactions répulsives de courtes distances. Pour cette raison, la forme 14-7
fournit un modele plus réaliste et conforme aux résultats ab initio en phase gaz ainsi
qu’aux propriétés des liquides 2’® dont sont issus les paramétres vdwW dans AMOEBA.
En pratique, chaque atome posséde un type de site vdW dans la paramétrisation
d’AMOEBA. Dans un contexte d’une liaison X-H, liaison entre un hydrogéne et un

atome X quelconque, on caractérise une valeur appelée ‘facteur de réduction’,
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correspondant a un site vdwW placé sur la liaison H-X de telle sorte que la distance
entre X et le site vdW de I’hydrogéne corresponde a un certain pourcentage de la
longueur totale de la liaison, indiquant ainsi un phénoméne de déplacement de la
densité électronique le long de la liaison (caracteére électronégatif d’un atome).
L’usage de ce facteur réductif a a la fois permis d’améliorer les modeles moléculaires
quantiques structuraux des dimeres d’eau, mais aussi au niveau énergétique dans le

cas d’autres types de configurations®’’.

Interactions électrostatiques permanentes

La prise en charge de I’énergie électrostatique dans AMOEBA inclut a la fois les
multip6les induits (i.e. liés a la polarisation) et permanents. Pour le cas des multipdles
atomiques permanents, ceux-ci comprennent les moments monopolaires caractérisant
la charge, dipolaires pour les dip6les et quadripolaires pour les quadrupdles, selon la

loi suivante (1.16) :

M; = [qi, dix, diy, dizs Qixes Qixys Qixzr Qiyr Qiyy» Qiyzr Qizaer Qiys Qizz]t(l-l6)
avec Qi représentant la charge ponctuelle au centre de I’atome i (moment monopolaire),
d correspondant a chacun des différents dip6les et Q a chacun des quadrupdles. Dipoles
et quadrupbles d’un atome sont définis par rapport a des référentiels locaux définis par
les centres atomiques des voisins qui lui sont liés. Dans un contexte d’interaction
énergétique entre une paire d’atomes ij séparée par une distance rij, on peut ainsi
calculer Egi-perm par I’équation (1.17) :

Egi—perm = Yuniquepairedratomes(Mi)" TijM; (1.17)
Il est aussi important de préciser que 1I’obtention des moments multipolaires peut se
faire par diverses approches comme 1’analyse de distribution des multipoles (DMA)
aprés un calcul ab initio sur de petites molecules. Ces multipdles ainsi obtenus par
DMA peuvent ensuite étre convertis en parameétres électrostatiques finaux en utilisant
la relation (1.18), avec R étant une matrice rotationnelle utilisée pour la rotation des
moments multipolaires, permettant la transformation de ces coordonnées locales vers
un ensemble de référence global :
Miocar = R'M (1.18)
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Polarisation électronique

La méthodologie régissant les effets de polarisation électronique Egi-ind réside dans le
mécanisme de redistribution des différentes densités électroniques du systeme étudié
lorsque celui-ci est soumis a une distorsion par un champ électrigue externe. Cet effet
de polarisation représente une contribution majeure dans la description de 1’énergie
globale d’un systéme a plusieurs corps aussi bien en phase gaz que dans sa phase
condensée. Dans AMOEBA, le modele utilisé est celui des moments dipolaires induits
classiques. lls sont localisés sur des noyaux atomiques polarisables pour représenter
au mieux I’effet du champ externe sur chaque site. La polarisation moléculaire est
obtenue par un modéle a induction utilisant la distribution de polarisabilités sur chaque
atome et basée sur la méthode de Thole?®. Cette représentation interactive implique la
création de dipdles induits potentiels sur différents sites (notés i). Ces dipdles induits
vont ensuite propager leurs effets de polarisation a travers tous les autres sites. Ce
phénomeéne inductif se poursuit jusqu'a ce que tous les dipdles induits sur chaque site
convergent vers une configuration stable. Une action importante de la méthode de
Thole consiste a amortir la polarisation sur les courtes distances pour empécher un
événement de catastrophe de polarisation, un artéfact du modele de polarisation
classique faisant augmenter exponentiellement I’énergie de polarisation en 1’absence
de répulsion de Pauli. La forme fonctionnelle (1.19) permet d’inclure une fonction

d’amortissement :

p= i—iexp(—au3) avec u = Tif/é (1.19)

@]
Avec u représentant la distance effective qui est fonction de la distance rij mais aussi
de la polarisabilité de chacun des atomes des sites i (i) et j (o). Entre en jeu aussi le
role d’un facteur sans dimension a caractérisant I’ « etalement » des distributions des
charges afin de contrbler I’amortissement de la polarisation. La résolution de ces
équations permet de déterminer la composante de 1’énergie ¢lectrostatique induite Eel-

ind qui modélise I’effet de polarisation (1.20) :

1 i T
Egi_ina = —EZ(MM) E; (1.20)
L’utilisation de ce modele de Thole est trés avantageuse sur le plan de la simplicité
mais aussi pour sa transférabilité sur différents systemes permettant de reproduire les

polarisations moléculaires de nombreuses petites molécules avec un unique facteur
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d’amortissement global et une unique polarisabilité atomique pour chaque élément.

Pour résumer, malgré un codt de temps de calcul plus important, I’utilisation du champ
de forces polarisable AMOEBA est un atout important dans la considération de la
polarisation de systemes complexes, allant des ions aux systemes biologiques, pour

en obtenir une représentation la plus fidéle possible®®>.

2.1.c.iii. Quelques exemples de modele de polarisation

La mécanistique des effets de polarisation se manifeste dans la méthode hybride
Mécanique Quantique/Mécanique Moléculaire (QM/MM) permettant de simuler un systéme
chimique ou biologique. Celle-ci repose sur I’analyse combinatoire des interactions
quantiques, pour décrire avec précision la structure électronique ainsi que la réactivité
chimique d’un sous-groupe d’atomes du systéme, et classiques pour caractériser les
interactions mécaniques des atomes restants. Afin d’inclure les effets de polarisation sur un
systéme, 1’inclusion de charges ponctuelles est nécessaire mais peut provogquer néanmoins un
probleme de relaxation (interactions artificielles, convergence difficile du modéle...).
Plusieurs méthodes permettant d’inclure ces effets de polarisation tout en limitant ces

problématiques sont présentées ici :

1. Le modeéle de « Poscillateur de Drude »*” :
Ce modele utilise des « particules de Drude » sur chaque atome polarisable afin de permettre
aux dipoOles atomiques de s’ajuster en réponse au champ électrique externe. Une des
différences avec le modéle de charges fluctuantes (voir point 3) est I’absence de modification
des charges partielles, chaque atome étant connecté avec une particule fictive a travers un
ressort, I’ensemble formant 1’équivalent d’un dipble atomique (Figure 19). Ce modéle a
I’avantage d’étre associé a un ensemble d’algorithmes relativement simples a implémenter et
pouvant étre efficacement parallélisés. Néanmoins, les effets d’une catastrophe de
polarisation sont I’un des risques de cette méthode dans un contexte ou la particule de Drude
est redistribuée a une distance trop éloignée du noyau atomique de 1’atome a laquelle elle est
liée, provoquant une énergie d’interaction aberrante et non physique. Il existe une méthode
préventive qui consiste a I’introduction de contraintes bloquant le mouvement de ces
particules a partir d’un certain seuil, souvent a 0,2 A du noyau atomique®°. De plus, le choix

du pas de temps reste important dans ce modele car ces particules sont incorporées dans
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I’équation de mouvement. Un intervalle typique de 1 fs est souvent choisi pour prévenir les
forces importantes potentielles et associées a ces particules ayant une masse typique de 0.4

unité de masse atomique (amu) et une constante de force d’environ 500 kcal/mol.A? 28,

q
Apc sA Apo’K2
oo fo
dc 4o KIDJ
=
Airs

Figure 19 : Représentation schématique du modéle d’oscillateur de Drude. L’ajout de particules de Drude
sur les atomes de Carbone (C) et d’Oxygéne (O) se fait a I’aide d’un ressort possédant une constante de force
KP. La distribution atomique respective des charges (qc et qo) et des oscillateurs de Drude (qoc €t goo) est
aussi indiquée. Afin de mimer les doublets non liants sur I’Oxygéne, des particules virtuelles LPA e LPB sont
aussi présentes avec leurs charges respectives qira et ques. De plus, les électrons de I’atome d’oxygene sont
capables de polarisation anisotrope pour mieux représenter la structure électronique dans les différentes

directions (comme indiqué par KP,, et KP;,2%2).

2. Le modele des dipdles induits®® :
Cette méthodologie des dipdles induits est une alternative pour répondre aux modulations
subies par un systeme dans un champ électrique environnant. Contrairement au modele de
Drude, aucun ajout de particules virtuelles supplémentaires ne se fait dans cette méthode. Les
dipdles induits sont souvent placés sur les noyaux des atomes du systeme mais une modulation
de ce placement reste possible dans un contexte ou 1’on veut mieux reproduire le caractére
anisotrope de la structure électronique, c’est a dire qui présente des caractéristiques
différentes selon son orientation (paires libres etc...). Ce modeéle est plus précis que la méthode
de I’oscillateur de Drude pour définir le comportement global du systeme simulé (exemple
des liaisons hydrogénes...) mais nécessite pour cela une plus grande ressource

computationnelle.
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3. Le modele des charges fluctuantes®* :
Dans ce contexte, la détermination des énergies électrostatiques provient d’une redistribution
des charges atomiques partielles au sein du systéme (liée a I’application d’un champ
électrique) qui engendre des modifications des dipoles moléculaires. Cette redistribution se
base sur les propriétés d’¢électronégativité et de dureté chimique (énergie nécessaire pour un
transfert de charge interatomique) tout en conservant la charge globale du systeme. Cette
méthode définit sur chaque atome une charge électrostatique qui fluctue au cours du temps.
Une des limites de ce modéle est son incapacité a décrire certains phénomeénes de polarisation
hors plan pour des systémes planaires comme I’cau. Il existe aussi un inconvénient
supplémentaire de ce mod¢ele qui intervient dans le cas de systtme monoatomique (ions...)
car il ne peut se produire de redistribution de charge pour un unique site porteur d’une charge

partielle.

2.1.d. Modele de solvatation en conditions périodiques

En vue de la réalisation d’une simulation de dynamique moléculaire, I’utilisation d’un
champ de forces a généralement lieu en phase aqueuse et un solvant doit étre ajouté (I’ecau en
général). 1l devient alors important de conserver une bonne densité de solvant. Afin
d’appliquer des conditions périodiques, le systéme que 1’on veut étudier est placé dans une
‘boite’ de simulation de dimensions suffisamment grandes pour éviter un phénomeéne de
contamination par effet de bord entre les répliques voisines. Cela est d’autant plus important
si I’objectif est d’étudier des propriétés basées sur des corrélations a longue portée. En
pratique, on utilise la méthode de Sommation d’Ewald®®® pour calculer les énergies
d’interaction de systemes périodiques (comme les cristaux) et plus particuliérement leurs
énergies électrostatiques. Cette méthode est assez colteuse en temps de calcul, complexité en
N*2 N étant le nombre d’atomes.?®®. D’autres possibilités existent et sont plus efficaces
comme les méthodes Particule Mesh Ewald (PME)?®’, Smooth Particle Mesh Ewald
(SPME)®8, le Particle-Particle/Particle-Mesh (PPPM)? et Fast Fourier Poisson (FFP)*° qui
permettent de traiter de larges systemes avec une complexité en NlogN. Comme précisé
précédemment, le temps de calcul reste I’inconvénient majeur pour de grands systéemes
biologiques. Dans le cadre de nos travaux de dynamique moléculaire, I’approche PME a éte

utilisée.
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2.1.e. Meéthode de minimisation et algorithme d’intégration

Apres avoir choisi son systéme et 1’avoir entierement paramétré en vue de la simulation
de DM, une étape importante consiste a minimiser 1’énergie totale du systéme afin de pouvoir
relaxer la structure des molécules. Cette étape de minimisation permet d’optimiser la
géométrie globale du systeme afin de déterminer le minimum local sur la surface du potentiel.
Ce minimum peut ainsi étre obtenu a I’aide de méthodes algorithmiques numériques
permettant de changer graduellement les coordonnées de chaque atome du systeme afin de
générer des configurations ayant des niveaux énergétiques de plus en plus bas jusqu’a
atteindre ce minimum local®*. Ces algorithmes peuvent étre classés en deux groupes : I’un
prenant en compte les dérivées de 1’énergie en correspondance avec les coordonnées du
systéme, tandis que le second ne les prend pas en compte. Cette prise en charge des dérivées
est importante pour obtenir des détails sur la configuration de la surface d’énergie potentielle
de la structure afin de mieux localiser le minimum local. Généralement, la phase de
minimisation dans le cadre des DM se réalise sur une molécule de N atomes, avec un jeu de
coordonnées cartésiennes ou 1’énergie a minimiser est fonction de 3N variables. Nous avons
opté pour des méthodes basees sur la prise en compte des dérivées (famille des protocoles de
minimisation du premier ordre) et appelées « steepest descent » (SD), pour algorithme de plus
grande pente et « conjugated gradient » (GC) pour une méthode de gradient conjugué. Dans
un tel contexte, les coordonnées atomiques du systéme sont modifiées itération apres itération,
au fur et a mesure qu’elles approchent vers le minimum local. Notre choix pour 1’étude de
protéines s’est porté sur le SD du fait de sa plus grande rapidité de convergence vers le
minima.

Vient ensuite 1’utilisation d’algorithmes d’intégration pour effectuer les calculs de
I’accélération, des vitesses et des coordonnées pour chaque atome a chaque pas de la DM.
Pour cela, I’équation (1.1) est intégrée en fonction du temps grace a I’ensemble des forces
ayant ¢ét¢ déterminé grace au champ de forces. L’intégration se fait sur un ensemble de N
équations différentielles, uniquement résolues par voie numérique avec la nécessité d’avoir
recours a une discrétisation de la variable du temps nécessitant un intégrateur mathématique
selon le calcul suivant (1.21) (réalisé a chaque pas de DM) :

r;(ty) = 1i(ty + At) - 1;(ty + 24t) —...—> 1;(ty + ndt) (1.21)
ou n représente le nombre de pas issu de la DM et At représentant le pas de temps discrétisé

de ceux-ci. Dans ce contexte, I’intégrateur représente un élément permettant de résoudre
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numériquement la deuxiéme loi de Newton. Il est pour cela important que celui-ci soit a la
fois robuste et efficace, d’ou la nécessité que 1’intégrateur ait les caractéristiques suivantes :
1. Un co(t moindre dans le cadre du calcul des forces puisque cela représente 1’effort
computationnel principal d’une simulation de DM,
2. Une bonne stabilité numérique en fonction de la valeur du pas de temps,
3. Une bonne conservation des différentes énergies ainsi que des moments,
4. Une réversibilité mathématique de 1’intégration par le temps.
Une fois ces différentes propriétés réunies, une solution directe se fait par un simple

développement de Taylor prenant la formulation suivante :

ri(to + At) = 1:(ty) + dr‘(t")At + ;d L1l) pez 4 0(Ae3) (1.22)
. 2.0,
avec v; =L gt ;= i)
dt dt

ou vi représente la vitesse correspondant a la dérivée premiere issue de la position r; et ai
correspond a I’accélération indiquée par la dérivée seconde provenant de la position i
Néanmoins, cette méthode de résolution induit une instabilité et une imprécision numérique
dans la conservation de 1’énergie et des différents moments. Suite & de nombreuses études
afin de pallier ce probléme, la meilleure solution a été proposée par Loup Verlet en 1967°%% a
travers un protocole d’addition des termes de Taylor en +At et -At, ou les valeurs At impaires
s’annulent et transforment (1.22) en la forme ci-dessous :

r;(to + At) = —1;(ty — At) + 21;(t,) + a;(to)At? + 0(At*) (1.23)
Dans cette configuration, le calcul des vitesses n’est pas corrélé avec celui des positions mais

un calcul simple et direct est facilement calculable :
v;(to) = = [ri(to + At) — 73t — A8)] (1.24)

Néanmoins, deux autres versions de 1’algorithme de Verlet ont été proposées :
o Le leap-frog Verlet®® :

ri(to + At) = 13(ty) + v; (to + g) At (1.25)

(to + At) =, (to - g) + a;(ty) At (1.26)

2

e Le Velocity Verlet®* :
ry(to + At) = 13(to) + vi (o)At + 5 at; (to) AL? (1.27)

v;i(to + 4At) = v;(ty) + % [a;(to) + a;(ty + At)]At (1.28)
Chacune d’elles a comme propriétés d’étre relativement simple mais aussi de faire preuve de

77



robustesse, précision et d’étre réversibles en temps. D’autre part, pour résoudre 1’équation de
Newton, d’autres familles d’intégrateurs sont utilisables avec un protocole utilisant un couple
prédicteur-correcteur. Ceux-ci ont I’avantage de la précision par rapport aux intégrateurs de
Verlet ou autres equivalents concernant un faible pas de temps. Néanmoins un defaut reste,
celui de mal conserver les valeurs énergétiques obtenues lors de longues simulations dues a
I’absence de propriétés réversibles en temps, un probléme majeur pour de plus grands
systémes®®,

Dans le cadre de cette résolution de la seconde loi de Newton, un autre parametre majeur se
localise dans le choix de la taille du pas de temps. Il ne doit étre ni trop faible ni trop grand.
En effet, I’algorithme de Verlet permet par exemple la détermination par le calcul a la fois
des vitesses et des positions de chaque atome du systéme simulé pour chaque temps (t + At).
Si At serait trop petit, le temps global pour chaque calcul d’une DM augmenterait fortement.
Dans le cas inverse avec un pas de temps grand, des fluctuations énergétiques seraient
observées avec une augmentation de I’instabilité du systéme, ce qui entrainerait une perte
graduelle de la précision et de la validité de la simulation. Dans un contexte ou on considere
les molécules au sein du systéme comme flexibles, le pas de temps est généralement fixé a
une valeur faible (At=0.5/1 fs). En conséquence, cet intervalle de temps permet ainsi d’égaler
I’ordre de grandeur des vibrations des liaisons C-H. Dans le but de pouvoir augmenter
considérablement ce pas de temps, pour un maximum de 2 a 2.5 fs, I’utilisation d’algorithmes
de type SHAKE ou RATTLE imposés sur ces types de liaison (i.e. pour les rigidifier) est
possible®®-2%" Cependant, il est crucial de souligner que la sélection du pas de temps ne doit
pas avoir d’interférence sur le mécanisme de conservation de 1’énergie au sein du systeme
¢tudié. Afin de s’en assurer pour pouvoir vérifier la conformité de la DM, deux expressions
mathématiques (1.29/1.30) permettent la détermination des fluctuations énergétiques®®® selon

ces deux équations :

Ei—Ep
Eg

AE| = T3, | < 0.003 (1.29)

ou Eo représente 1’énergie totale a I’état initiale du systéme et N indiquant le nombre de pas
de temps en cours lors de la dynamique. Vient ensuite la seconde équation de la forme
suivante :

1N
[—Zi= (Ei—(E))?
AET™s = N2 <0.01 (1.30)

I (K —(K)?
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ou ici K représente ’énergie cinétique. A noter également que dans un contexte de long temps
de simulation, il n’est pas possible de déterminer une solution exacte de cette équation de
Newton. Une des causes principales provient de I’extréme sensibilité du choix des conditions
initiales de la DM, liée a un mécanisme dénommé instabilité de Lyapunov®®. Dans ce
contexte, on suppose que deux trajectoires partant du méme point de départ possédent des
moments cinétiques différents a cause d’une faible perturbation initiale &€ de 1’une d’entre
elles. Ainsi cette instabilité dite de Lyapunov indique que sur des temps tres courts, ces deux
simulations sont relativement proches mais dans le cas inverse pour des durées plus longues,
celles-ci s’¢éloignent graduellement jusqu’a un point de non-corrélation ou la prédiction de la

trajectoire n’est plus possible.

2.1.f.  Ensemble thermodynamique
Dans un contexte de résolution de la seconde loi de Newton, 1’intégration par défaut
se fait avec les conditions suivantes :
> Avoir un nombre de particules N fixé et constant,
» En considérant un volume optimal constant V de la boite de simulation pour éviter de
possibles effets de bord,
» Conserver a un niveau constant 1’énergie totale E du systeme.
L’addition de ces précédentes caractéristiques correspond a I’ensemble thermodynamique
microcanonique, appelé plus généralement NVE et qui correspond généralement a I’ensemble
thermodynamique naturel utilisé en DM d’un systéme dit conservatif car caractérisé par une
énergie conservée au cours du temps. Néanmoins, 1’utilisation de ce type d’ensemble peut
étre affectée par certaines erreurs d’intégrations, par d’importantes variations au sein du
systeme mais aussi de potentielles déviations énergétiques provoquées par ’utilisation d’un
parametre de cutoff etc... Afin de pouvoir parer a ces difficultés, ’utilisation d’autres types
d’ensembles thermodynamiques est possible pour pouvoir travailler dans des conditions de
dynamique différentes. Un tel besoin peut étre rendu nécessaire du fait qu’il est bien plus aisé
de faire des analyses comparatives entre différents résultats de simulation d’un systéme
lorsque ces différentes variables (température, pression...) sont régulées et ainsi pouvoir se
rapprocher au mieux des observations issues d’une validation par 1’expérimentation. Parmi

ces autres ensembles, les deux ensembles les plus utilisés aujourd’hui en DM classique sont :
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1. Ensemble NVT : ce modéle permet une conservation du nombre de particules N, du

volume total V de la boite de simulation et ainsi que de la tempeérature T du systéme.

Etant donné le lien entre la température d’un systéme et son énergie cinétique (K), une

méthode assez simple pour réguler cette température tout au long de la simulation

consiste a changer les vitesses pour chacun des atomes du systéme et pour chaque pas
de temps. Cette méthodologie se nomme « velocity scaling »**°. Elle posséde
cependant I’inconvénient de ne pas permettre d’échantillonner de facon réelle le

« vrai » ensemble canonique NVT di a la possibilité d’entrainer I’apparition d’effets

non-physiques. De nombreuses methodes plus efficaces sont disponibles afin de

permettre un meilleur contréle de la température en effectuant un couplage du systéeme
avec un « thermostat ». Voici ici quelques exemples de thermostats utilisables :

(a) Le thermostat de Berendsen®® offre la possibilité de jouer sur la seconde équation
de Newton en introduisant une force de friction pour limiter les perturbations. Cette
force dépend d’un paramétre qui est proportionnel a I’écart de température entre la
valeur initiale du systeme et celle voulue. Par exemple, si on considere que la valeur
initiale est supérieure a la température cible, cette friction joue le réle de
ralentisseur sur chaque particule visant ainsi a réduire la température globale du
systéme,

(b) Un thermostat dit d’ Andersen®* qui régule de fagon stochastique les vitesses des
différents atomes constitutifs du systéme par 1’utilisation d’un modéle de
distribution gaussienne type Maxwell-Boltzmann. Un tel modele introduit une
déviation standard proportionnelle a la température du systeme et qui permet au
final de maintenir cette derniére constante en permettant les échanges d’énergie
entre chaque particule avec son environnement,

(c) Le thermostat de Nose-Hoover3%? 3% 3% o3y 1’on considére ici un thermostat comme
une partie intégrante du systeme de la DM, avec I’ajout d’une variable dite
artificielle et d’une masse fictive au systeme en condition de base. Une de ces
limites est que ce systéme requiert I’ajout de degré de liberté supplémentaire
(nombre de variables qui caractérise le mouvement des atomes selon différentes
catégories de translation, de rotation autour du centre de masse, de vibration de
liaison et de distribution des électrons), ce qui alourdit encore Iégérement le colt

computationnel d’une simulation,

80



(d) Le thermostat de Bussi®*® est un modele hybride qui combine a la fois des
caractéristiques du thermostat de Berendsen et de ceux de Nose-Hoover. En effet,
il permet d’une part de réévaluer les vitesses de chacun des atomes du systéme,
comme le mod¢le Berendsen, et aussi I’ajout d’un facteur de friction qui dépend du
temps pour réduire les inconvénients de forces de génes. Et comme pour le modeéle
de Nose-Hoover, I’utilisation d’un autre degré de liberté est faite pour jouer le role
de bain thermique et ainsi controler la température. Cependant, cela entraine
néanmoins une augmentation en codt de calcul en raison de cet ajout,

(e) Et enfin un thermostat de Langevin®®, I’une des approches les plus utilisées
actuellement en DM consistant a mettre en ceuvre un parametre de force de friction
mais aussi un bruit blanc stochastique sur 1I’ensemble des particules du systeme. Ce
bruit blanc référe a une force aléatoire de densité constante pour chaque fréquence
afin de modéliser précisément les échanges énergétiques entre le systéme et le
milieu externe intervenant au sein d’une modé¢lisation de systemes dynamiques.

Ensemble NPT : Dans le cas de ce modéle, le nombre d’atomes N, mais aussi la

pression P ainsi que la température T du systéme sont maintenus constants. Dans le

cas de la pression, la méthode de contréle se fait avec une approche similaire a celle

précisée plus haut pour la température. 1l est donc mis en place, en plus du thermostat,

un systeme de « barostat » pour le contréle direct de la pression du systeme global a

travers une action précise sur son volume V. Du fait que le volume d'un systéme peut

Iégerement varier dans chacune des directions possibles, cet ensemble se rapproche le

plus des conditions expérimentales. De la méme fagon, différents types de barostat

existent :

(a) Le barostat de Berendsen* par utilisation d’une force de « barostat » au sein de la
boite de simulation et, dans le méme principe que le thermostat de Berendsen, que
la valeur y soit proportionnelle a la différence entre pression initiale et pression
voulue. Néanmoins, I’'un des défauts majeurs de cette méthode est une imprécision
dans I’échantillonnage de I’ensemble NPT et c’est pour cela que son utilisation est
bien souvent limitée a la phase d’équilibrage et non a la phase de production dans
une dynamique,

(b) La méthode de Parrinello-Rahman®®, qui est une extension de la méthode de

pression constante d’Andersen, afin de permettre une modulation de la taille et de
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la forme de la boite de simulation mais aussi plus tardivement pour prendre en
compte les phénomenes de stress externe au modeéle. Néanmoins, son utilisation
reléve plus des modeles en phase solide qu’en phase liquide, et I'un de ces défauts
entraine une fluctuation incontrélée du volume et dont la fréquence est liée a la
masse,

(c) L algorithme Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK)3*® découle d’une étude
pour résoudre un probléme lié a la méthode de Nose-Hoover. En effet, ce modéle
permet d’utiliser 1’équation de mouvement sur des modéles plus larges avec une
propriété de réversibilité dans le temps qui permet d’intégrer cette équation,

(d) Le piston de Langevin®'® dont les caractéristiques se basent sur le thermostat du
méme nom. De plus, I’équation de mouvement contient des ressemblances avec la
méthode MTTK mais rajoute a la fois une force stochastique et un parametre de

friction.

2.1.9. Logiciels Tinker/Tinker-HP
Tout au long du projet de cette these, la totalité des simulations a été reéalisée en
utilisant le champ de forces polarisable AMOEBA et a 1’aide du logiciel Tinker-HP. Ce
programme a été développé au sein de notre Laboratoire de Chimie Théorique (LCT) par mon
co-directeur de these, le Professeur Jean-Philip PIQUEMAL et I’ingénieur de recherche Louis
LAGARDERE. Etant un membre de la famille importante des logiciels de DM (Tableau 3),
Tinker-HP est aussi I’'un des seuls, avec OPENMM, a pouvoir se servir de fagon optimale des

champs de forces polarisables de type AMOEBA.

Nom Sggiigﬁ Principaux champs de forces
AMBER®"! 1981 AMBER
CHARMM?3*? 1983 CHARMM, DRUDE
GROMACS®*: 1995 GROMOS, AMBER
Tinker 2004 AMOEBA, SIBFA, HIPPO
NAMD?* 2005 CHARMM, DRUDE, AMBER
OPENMM?3® 2013 AMOEBA
Tinker-HP3!® 2018 AMOEBA

Tableau 3 : Tableau comparatif des programmes principaux de DM corrélés avec leur champs de forces
majoritaires.
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Ayant pour origine le code historique Tinker, logiciel développé par Jay PONDER et son
équipe & Saint Louis aux Etats-Unis 3", Tinker-HP constitue une évolution de ce dernier qui
permet d’améliorer les calculs de DM classiques en utilisant les champs de forces
polarisables. Tinker-HP conserve la simplicité du code Tinker et fonctionne a la fois sur des
plateformes de calcul CPUs mais aussi plus récemment avec les GPUs. Chacun de ces sous-
programmes a pour fonction majeure de simuler le mouvement d’une structure dans un
modéle de mécanique classique. Plusieurs aspects spécifiques du programme Tinker-HP sont

précisés ici :

1. Le protocole de décomposition spatiale tridimensionnelle
Dans le domaine de la simulation de DM, ce processus de décomposition spatiale 3D indique
le procédé qui découpe la région de 1’espace simulée en des sous-régions plus restreintes de
tailles équivalentes (Figure 20) et qui permet d’attribuer chacun de ces nouveaux espaces a
un ceeur de calcul. La répartition de la charge de calcul, qui garantit qu'un nombre précis de
sous-régions soit assigné a chaque processeur, est I'un des avantages de cette méthodologie
sur la communication entre processeurs. Cela est particulierement important dans le contexte

de la croissance rapide du systeme de départ.

Figure 20 : Schématisation d’un possible protocole de décomposition spatiale tridimensionnelle (extrait

de P’article de Lagardére et al 3'8).

2. L’algorithme de polarisation
L’inclusion de la polarisation constitue 1’aspect critique dans le cofit des simulations de DM
polarisables, il est donc crucial d’avoir différents algorithmes permettant le calcul du champ

électrique et d’autres quantités d’importance. Parmi les méthodes possibles, on retrouve
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toujours la sommation d’Ewald®"® pour le calcul des interactions en conditions périodiques.
Cette sommation est souvent utilisée sous sa forme Particle Mesh Ewald®’ et couplée a un
groupe d’algorithmes que sont les solveurs de Krylov tel que le gradient conjugué (GC),
méthode itérative pour résoudre un systéme d’équations linéaires. Des travaux du LCT ont
considérablement contribué a améliorer cet algorithme par un mécanisme de troncation, d’ou
son appellation de GC tronqué (TCG) et permis ainsi d’accélérer en matiére de temps de

calcul par rapport au GC de base par une prise en compte des contraintes a chaque itération3%,

3. Architecture de calcul de Tinker-HP
Le code que possede le logiciel Tinker-HP lui confére la capacité d’étre utilisable sur divers
types d’infrastructures informatiques pouvant étre utilisé sur les ordinateurs en connexion
locale du laboratoire jusqu’aux imposantes machines de centres de calcul nationaux disposant
de plusieurs milliers de cceurs de type CPU dont font partie le calculateur Jean Zay de GENCI
(Grand Equipement National de Calcul Intensif) ou encore Iréne Joliot Curie du TGCC (Treés
Grand Centre de calcul du CEA). En parallele, le code parallélisé de Tinker-HP a aussi été
adapté pour une utilisation en GPU afin de diminuer fortement le temps de calcul CPU
(accélération de ’ordre d’un facteur 10). En effet, de nombreux facteurs dont la taille, le
nombre de cceurs ou la bande passante de la mémoire ont un impact significatif sur les
performances des microprocesseurs, comme les CPU. Cependant, a chaque nouvelle
génération, l'architecture et la technologie de la mémaoire sont nettement en retard par rapport
aux CPU, ralentissant considérablement leurs performances générales. Ces travaux de portage
du calcul GPU en Tinker-HP ont pu étre effectués en grande majorité par Olivier ADJOUA
et Louis LAGARDERE pour profiter des nombreux avantages du calcul GPU en termes de
faible colt et de haute efficacité de calcul pour des systemes plus complexes, ainsi que pour

I’utilisation du champ de forces polarisable AMOEBA3'®,

2.2. Protocole général d’une dynamique moléculaire
L’ensemble des étapes nécessaires a la mise en place des systemes et de leurs

conditions de simulation par la DM est discuté dans ce chapitre.

2.2.a. Construction du systeme et modeéle initial
Afin de réaliser les différentes simulations de DM, les structures de départ ont été

sélectionneées sur le site de la Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) et proviennent
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d’études expérimentales soit en cristallographie par diffraction rayons-X, par études de
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ou par Cryo-électromicroscopie (CryoEM). Par la
suite vient la nécessité de vérifier I’intégrité du systeme en ¢liminant de potentiels ligands ou
atomes indésirables a 1’étude, puis de rajouter les hydrogénes manquants. Dans le but de
réaliser une simulation dans un environnement proche des conditions réelles, des conditions
périodiques aux limites sont utilisées. Dans ce cas, il faut choisir une boite de simulation aux
dimensions fixes et compatibles avec la taille de la protéine d’intérét a solvater. Dans le
contexte de cette thése, il a été choisi de réaliser I’ensemble des simulations en prenant en
compte une modélisation du solvant explicite dans le but de représenter des dynamiques les
plus réalistes possible par rapport au contexte physiologique. VMD est utilisé pour générer
ce cube d’eau (Figure 21) puis Tinker pour intégrer le systeme a simuler dans cette boite.

S’ensuit I’étape cruciale de la neutralisation des charges du systéme si celui-ci possede une

charge électrostatique totale différente de 0. Cette démarche est indispensable pour la

Figure 21 : Visualisation du processus de solvatation d’un systétme PKM. Dans cet exemple, la protéine
PKM1 (PDB : 3SRF) est utilisée avec d’un coté le systéme initial (a gauche) puis ce méme systéme apres un
processus de solvatation (a droite).

méthodologie PME permettant le calcul des interactions électrostatiques car elle nécessite un
environnement électrostatique globalement neutre afin d’éviter des divergences numériques
qui pourraient porter atteinte a la stabilité de la simulation. Dans ce but, il est nécessaire
d’ajouter des ions (généralement les ions sodium Na+ ou chlorure CI-). Il est cependant
important de préciser que nombres de systéemes simulés pour cette these contiennent des

ligands non paramétrés dans le champ de forces AMOEBA.

2.2.b. Paramétrisation des ligands manquants clés
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Dans I’optique de simuler les systemes PKM1/PKM2, au centre de cette thése,
certaines expériences numeriques impliquent 1’association de PKM2 avec quelques ligands
physiologiques (FBP) ou pharmacologiques (TEPP-46). Ces ligands de nature non protéique
ne sont pas presents de maniére standard dans le champ de forces AMOEBA utilise et il est

donc nécessaire de definir leurs parameétres.
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Figure 22 : Découpage des différentes étapes de la paramétrisation Poltype pour le champ de forces
AMOEBA. Ici les étapes en bleu correspondent a des actions qui sont faites par Poltype et les indications en
rouge montrent différents outputs intermédiaires pendant la paramétrisation de la molécule (tirée de 1’étude

Walker?™?).
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Pour cela, nous avons utilisé le logiciel Poltype. Cet outil, développé par 1’équipe de Pengyu
REN, Université du Texas a Austin®*, permet de générer les différents paramétres de forces
AMOEBA d’une petite molécule a travers une procédure semi-automatique qui combine des
calculs QM et MM réalisés en plusieurs grandes étapes (Figure 21) :

1. Une premiere étape de calcul QM sur le petit systéme pour déterminer avec précision
les propriétés électroniques (énergie, densité électronique...). Pour cela, plusieurs
logiciels sont utilisés dans Poltype comme Gaussian ou Psi4**? pour réaliser les
premiers calculs de chimie quantique (optimisation en MP2/6-31G),

2. Une étape de génération des multipoles atomiques a 1’aide du logiciel GDMA qui
nécessite un calcul QM MP2/6-311G*?3, Vient ensuite une étape de refitting de ces
premieres valeurs de multip6les pour mieux reproduire le potentiel électrostatique de

la molécule obtenu en MP2/aug-cc-pVTZ par Gaussian ou Psi4®,

atom 421 421 H "3srd F FBP " 1 1.008 1

# amoeba®9 matching SMARTS from molecule [['[H]-[#6](-[H])(-[#6@])-[#8]', [3]1]] to I]
SMARTS from parameter file [['[#81(-[#61(-[#61(-[#61(-[H]1)(-[HI1)-[HI)(-[H]1)-[HI)}(-[H])-
[H1)-[HI', [1111]1 with tinker type descriptions [[{'H', '"Ethanol H2C"')]]

# [421] = [[1e, 3]]

vdw 421 2.8700 0.0240 0.910

# amoeba2l comments=C32, sp3 carbon with 2 Hydrogens HCH3, H on sp3 carbon, -CH3 SMARTS
match = [CX4H2] [H][CHZ2]

# [414, 421] = [[29]1, [10, 3]]

bond 414 421 340.532535 1.09

# amoeba2l comments=HCH3, H on sp3 carbon, -CH3 €32, sp3 carbon with 2 Hydrogens HCH3,
H on sp3 carbon, -CH3 SMARTS match = [H][CH2] [CX4H2] [H][CHZ2]

# [421, 414, 421] = [[1@, 31, [29], [1@, 3]1]

angle 421 414 421 30.490529 112.4938

# amoeba2l comments=HCH3, H on sp3 carbon, -CH3 €32, sp3 carbon with 2 Hydrogens HCH3,
H on sp3 carbon, -CH3 SMARTS match = [H][CH2] [CX4H2] [H][CH2]

# [421, 414, 421] = [[1e, 31, [29], [1l@, 3]1]

strbnd 421 414 421 5.7126 5.7126

Figure 23 : Exemple du résultat final de la paramétrisation Poltype. (A) Représentation moléculaire du
FBP (format CPK) a I’aide de I’outil de visualisation VMD, (B) Quelques exemples des parameétres obtenus
pour le ligand FBP, ici pour un atome d’hydrogene a « atom type » 421, apres la paramétrisation Poltype.

3. Recherche sur la base de données SMARTS (Simplified Molecular Input Line Entry
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System) pour déterminer un maximum de parameétres sur les liaisons covalentes et de
vdW (énergie de torsion, angle, liaison...)*® afin de cibler les sous-structures
spécifiques au sein de la molécule ayant besoin d’une paramétrisation nouvelle et ainsi
générer les parametres du champ de forces (polarisabilité, valence, torsion...),

4. Par la suite et dans le cas des molécules complexes ayant une taille plus importante
(comme c’est le cas des ligands FBP & TEPP), Poltype dispose d’un protocole de
fragmentation pour diviser de tels systemes en plusieurs courts fragments dont le colt
computationnel est plus gérable pour la détermination de nombreux parametres (vdW,
torsion...) par optimisation QM.

5. Phase d’optimisation des parametres vdW ayant été générés pour correctement prédire
des interactions moléculaires. Un calcul ab initio sur un dimeére est mise en place pour
comparer les énergies d’interaction de la molécule cible avec une molécule d’eau qui
sert de sonde au calcul. L’évaluation de la qualité de cette étape est réalisée a ’aide
d’une comparaison Root Mean Square Error (RMSE) et RMSE relatif avec une
tolérance de 1,6 et 0,2 respectivement,

6. Derniéere phase de I’affinage des paramétres, cette fois pour les parametres de torsion
trés sensibles a des changements dans 1’environnement chimique proche. Pour cela,
chaque structure QM est minimisée et 1’énergie totale de celle-ci est soumise & Tinker
(commande ANALYZE) puis a Psi4 pour optimisation et détermination des énergies
QM. Le résultat final (exemple FBP, Figure 23) produit ainsi un systeme minimisé ou
chaque atome est paramétré au niveau du champ de forces AMOEBA avec son
association a un «atom type » qui relie I’atome aux paramétres générés (vdW,

torsion...) dans le champ de forces.

2.2.c.  Minimisation
Le systeme doit passer par une phase de minimisation de son énergie totale pour

réorganiser de facon plus réaliste la distribution des molécules d’eau de la solvatation
explicite mais aussi des ions placés autour du systeme moléculaire étudié. Cette étape cruciale

permet de diminuer le risque d’apparition d’artéfact indésirable pendant la simulation de DM.

2.2.d. Dynamique initiale et Stratégie d’échantillonnage adaptative
Une fois le systeme minimisé, la production des dynamiques peut étre mise en place.

Le contexte utilisé est celui de I’ensemble NPT décrit précédemment (nombre d’atomes,
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pression et température constants). Ces calculs ont pu ainsi étre réalisés sur des cartes GPUSs,
a I’aide du module GPU de Tinker-HP.

La stratégie de calcul réalisée pour chacun des systemes se base aussi sur un protocole
d’échantillonnage adaptatif dit « non supervisé ». Ces derniéres années, ce protocole a permis
d’amplifier I’exploration des surfaces de potentiel de systemes complexes, comme les
protéines®®-*', Une telle approche se base sur la mise en place de plusieurs itérations de
simulations de DM indépendantes a partir des dynamiques des itérations précédentes et se fait
entierement en automatique et celui-ci n’est pas restreint a un systéme particulier et est
utilisable sur tout centre de calcul compatible avec le logiciel Tinker-HP®® ou n’importe quel
logiciel analogue. En conséquence, les simulations réalisées lors de cette thése ont été
réalisées par itérations comme indiqué. Apres la finalisation des DM de I’itération précédente,
un échantillon de structures ayant été parcouru pendant cette dynamique est sélectionné parmi
I’ensemble des configurations obtenues dans les itérations précédentes et qui serviront
chacune de point initial pour une nouvelle itération de simulations de DM indépendantes
(Figure 24) permettant ainsi d’agrandir la quantité de configuration possible de notre systéme
a chaque nouvelle itération, résultant ainsi a une extension de I’exploration conformationnelle

du modele étudié. Afin d’expliquer de fagon plus concréte, a partir d’un premier jeu de

configuration, la protéine est alignée sur toutes ces configurations en prenant comme base les

trajectories
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Figure 24 : Représentation schématique du protocole de I’échantillonnage adaptatifg28

atomes du squelette de la structure de référence. Viens ensuite 1’utilisation d’un algorithme

de clusterisation par analyse de la composante principale (PCA, voir détail au prochain
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chapitre) sur chacun des atomes du systeme en considérant les n = 4 modes principaux (ici X,
y, Z et K) pour pouvoir ainsi réaliser une projection orthogonale sur ces n modes, en sachant
que ces modes sont choisis par rapport a leur contribution dans la variance globale d’un jeu
de données. Une telle projection orthogonale permet de réduire la complexité d’un jeu de
données tout en conservant le maximum d’informations. Pour cela, et a partir des dernieres
itérations, toutes les valeurs sont explorées pour améliorer I’échantillonnage des données et
ainsi en ressortir de nouvelles structures initiales. Cette méthodologie a la specificité
d’apposer un critére pénalisant des régions ayant une plus forte concentration dans 1’ensemble
des itérations précédentes sauf que ce biais ajouté se fait par une phase sélective entre chaque
itération plutét que sur I’ensemble de la trajectoire. Cette particularité a 1’avantage de
s’affranchir du choix d’une variable initiale en début de programme pour améliorer
I’automatisation de ce processus d’échantillonnage adaptatif « non supervisé ».

L’ensemble de ce processus fait partic d’un ensemble d’algorithmes basé sur le comptage qui
permet d’exploiter le nombre de passages dans chacun des états visités pour chaque itération
qui précede pour pouvoir ensuite faire le choix du point de relance des prochaines trajectoires.
Ces modeles présentent un avantage certain dans le but purement exploratoire pour optimiser
et augmenter la zone d’exploration voulue sur un systéme, mais il est toujours possible

d’affiner ces processus avec des algorithmes mieux guidés®?®

. De plus, chaque état n’est pas
défini avec un algorithme de clustering sur des états structuraux déja explorés mais par cette
projection orthogonale des composantes principales par PCA sur toutes les données des
itérations précédentes. En plus de cette projection des données, lorsque le nombre d’itérations
devient important, il se produit un biais statistique dans la distribution des configurations
obtenues qui ne converge pas vers une forme canonique. Ainsi la détermination des valeurs
thermodynamiques nécessite la prise en compte de ce biais pour en déterminer un score se
basant sur le rapport de probabilité d’obtenir une conformation dans une simulation biaisée et
une simulation débiaisee (correspondant a des conditions initiales choisies uniformément sur
chaque conformation disponible de probabilité équivalente). Ce point reste important afin que
le temps total de la simulation de DM puisse étre utilisable dans le cas d’étude statistique
débiaisée et donc mieux explicable. Dans son intégralité, cette procédure est « non
supervisee » mais aussi assez peu couteuse en temps de calcul tout en pouvant étre utilisée

dans Tinker-HP par processus automatique.
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2.3. Outil d’analyse

Dans I'optique de 1’analyse d’un jeu de données issue d’une simulation de DM, il
devient nécessaire d’utiliser des outils de type PCA pour effectuer une clusterisation des
structures. Cette méthodologie se base sur une dualité géométrique et statistique pour
identifier la relation potentielle d’un jeu de données pour en ressortir une représentation plus
simple d’analyse. L’approche géométrique représente ainsi les variables dans un nouvel
espace avec les nouvelles variables appelées « composantes principales » (CP) tandis que la
partie statistique porte sur la recherche sur des axes indépendants qui permettent de mieux

prendre en compte la variance des données®®

. De fagon générale, le résultat d’'une PCA est
réalisé par projection des données sur un espace 2D sur un nombre plus ou moins conséquent
des premicres CP (souvent les deux premieres comme axes) pour permettre d’en ressortir la
plus grande dispersion de 1’ensemble des données dans ce nouveau plan défini. En pratique,
cet algorithme consiste a réduire la dimensionnalité (décrit par le nombre de CP choisi) d’un
systéme pour en ressortir les composantes majeures présentant son dynamisme (= sa
variance)®,

Pour approfondir la compréhension d’un systeme plus complexe ainsi que des fluctuations
possibles de ses conformations, 1’analyse des trajectoires est majeure pour I’exploitation des
résultats de calcul pouvant ainsi permettre d’en ressortir de nombreuses informations
structurales (Root Mean Square Deviation/Root Mean Square Fluctuation (RMSD/RMSF)...)
mais aussi sur les propriétés physico-chimiques (liaisons hydrogenes, énergies libres...).
L’interprétation de ces données permet ainsi de faire des relations de causalité entre la
structure, la dynamique, la stabilité et 1’activité d’un composé biologique par exemple comme
pour le cas d’une protéine ou d’un acide nucléique. D’autres natures d’analyse sont
exploitables se basant sur 1’étude de corrélation entre des mouvements de différentes sections

d’une protéine ou sur le potentiel électrostatique d’un ligand au niveau de sa poche de fixation.

Chapitre 3. Objectif de la these
L’objectif de cette thése consiste a construire des modéles a haute résolution des
différentes isoformes issues du géne PKM et de réaliser des simulations sur des temps longs
afin de faire une analyse structurale comparative entre les différentes possibilités structurales,
principalement PKM2 mais aussi PKM1. Cet objectif s’insére dans une perspective plus

globale de la recherche prospective de nouvelles poches cryptiques capables d’interagir avec
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de nouveaux candidats médicament afin de moduler I’expression de PKM2. Durant ce projet
doctoral, nous nous sommes attardés sur 1’étude de chaque état oligomérique possible de
PKM2 en lien avec leur importance dans de nombreux contextes pathologiques par
comparaison avec celui de PKM1 uniquement disponible naturellement sous son état
tétramérique. De plus, I’étude s’attarde aussi sur I’impact structural de la fixation du ligand
naturel FBP sur PKM2 mais aussi en s’intéressant au TEPP-46 qui est un des ligands
pharmacologiques a actions activatrices de celle-ci. En pratique, ces systemes presentent un
intérét majeur dans la conception de nouvelles molécules pour la mise en place de thérapie
antitumorale mais aussi antivirale a cause de I’implication majeure de chacune de ces
protéines dans les processus pathologiques du cancer et de la subversion métabolique virale.
En effet, ce projet a pour origine une étude provenant d’une des équipes a I’origine de mon
projet au sein du Centre de Recherche Saint-Antoine (CRSA) concernant le rdle émergent de
PKM?2 dans la prolifération virale. Cet article montre notamment que |’inhibition de
I’expression de 1’isoforme M2 par la prot¢éine HMGBI, provenant d’une interaction directe
entre chacun d’eux®, résulte en une réduction de la production en ADN viral venant de la
réaction du virus Epstein-Barr (EBV) mais aussi dans la prolifération de lignée de lymphomes
de Burkitt étant infectée par ce virus®*. Dans cette optique, il est donc intéressant de
déterminer de nouvelles stratégies de ciblage pour la pharmacologie contre PKM2 en faisant
attention a ne pas cibler de facon non spécifique son isoforme PKML.

Afin de parvenir a cet objectif, une codirection a été choisie entre I’équipe « Biologie et
thérapeutiques du cancer » du laboratoire du Centre de Recherche Saint-Antoine a laquelle
appartient mon premier directeur de thése le Professeur Vincent MARECHAL avec 1’équipe
du Laboratoire de Chimie Théorique dirigé par mon second directeur le Professeur Jean-
Philip PIQUEMAL pour pouvoir profiter des percées technologiques tant du cété du niveau
computationnel que de celui des outils d’analyse pour I’exploration des dynamiques génerées
a I’aide du champ de forces AMOEBA.

Associé a cela, nous utiliserons un protocole d’échantillonnage adaptatif non supervisé
développé au sein du LCT se basant sur I’extraction des données issues de differentes
simulations de dynamiques moléculaires, ceci dans un but d’exploration plus vaste de
structures et d’états possibles pouvant représenter les protéines PKM1/PKM2. 11 s’agira donc
par la suite de valider le choix de chacune de ces conditions choisies pour les isoformes

M1/M2 ainsi que les parameétres utilisés pour le champ de forces polarisable AMOEBA. Pour
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cela nous étudierons chacune des conditions en effectuant une analyse globale sur I’entiéreté
de leurs chaines protéiques par des analyses des premiéres PCA et des informations sur leurs
flexibilités structurales (RMSD & rayon de gyration). Ensuite, des régions plus ciblées seront
étudiées au niveau structural comme, par exemple, au niveau du site actif de ces protéines
mais aussi sur la région du site de fixation du ligand FBP dont I’intégrité et la spécificité
varient dans le contexte de PKM1/PKM2. Enfin, une étude de 1’effet de la fixation du TEPP-
46 sur le tétramere de PKM2 sera étudiée notamment par comparaison avec les formes non
liées et liée a FBP de PKM2 en connaissance de I’effet activateur « FBP-like » du TEPP-46

précedemment decrit.
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Modélisation a haute résolution de la dynamique
structurelle de PKM1/PKM2

Chapitre 1. Préparation des simulations
Choix des conditions initiales et paramétrisation des ligands d’intéréts

Dans I’optique de la mise en place d’une simulation en échantillonnage adaptatif, le
choix des conditions initiales est primordial pour une simulation de DM utilisant un pFF.
Dans notre cas pour 1’étude de la dynamique de PKM2, différentes structures ont été choisies
pour évaluer la structuration de celle-ci en conditions physiologiques ou pathologiques. Par
comparaison, seulement une seule structure de PKM1 correspondant a sa forme tétramerique
(PDB code : 3SRF) a pu étre déterminée mais en concordance avec les données
expérimentales par rapport a son activité principalement sous cet état. Pour en revenir a notre
¢tude de I’isoforme PKM?2, quatre structures ont été choisies afin de parcourir chacun de ses
états oligomériques du monomere (PDB code : 1ZJH) en passant par le dimére (PDB code :
6B6U) pour se finir sur son état tétramérique (PDB code : 3SRH). Ensuite pour caractériser
I’impact de I’allostérie subi par PKM2, une structure holo du tétramere de PKM?2 liée au FBP
a aussi été choisie (PDB code : 3SRH). De plus, dans un souci de fidélité pour mieux
représenter la dynamique de ces protéines, le pH physiologique pour chacune des conditions
a été choisi a une valeur de 7.5 en cohérence avec une étude expérimentale en vue d’analyser
le pH optimal de I’activit¢ enzymatique de PKM2 dans le contexte du métabolisme
cancéreux®,
En paralléle a ces choix stratégiques des différentes conditions initiales des isoformes PKM,
un autre volet important pour la préparation du systéme de départ porte sur les ligands naturels
ou pharmacologiques pouvant cibler PKM2. En effet, ces molécules de nature non protéique
ne sont pas renseignées dans le fichier de paramétrage du champ de forces AMOEBA utilisé
en laboratoire. 1ls nécessitent ainsi une phase de paramétrisation en vue de renseigner
précisément le comportement et les interactions entre chacun des atomes constituants ces
petits ligands. Dans notre cas, I’utilisation du logiciel Poltype a eté faite pour procéder a cette
préparation des ligands et plus globalement comme un outil d’automatisation majeur pour
générer les parametres moléculaires nécessaires (force de liaison...) pour n’importe quel petit
ligand en champ de forces AMOEBA. Son principe de fonctionnement se base sur un

ensemble successif de calcul QM et MM dans le but de déterminer les propriétés électroniques
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mais aussi de recherche croisée avec d’autres bases de données type SMARTS pour les
parameétres de liaisons covalentes et vdW. De plus, des étapes finales d’optimisation et
raffinage sont réalisées pour s’assurer de la concordance du paramétrage réalisé sur de tels
systemes®’2. En ressort ainsi un fichier de paramétrage pouvant étre incorporé dans les
données déja connues pour notre champ de forces AMOEBA.

Débute suite a tous ces prérequis la préparation des systéemes en vue de la production des
dynamiques par utilisation du logiciel Tinker ou chacune des structures est solvatée dans un
cube d’eau par un modéle de solvatation explicite pour mimer une dynamique structurale en
modéle in vivo. Pour éviter des phénoménes de divergence numérique des calculs
mathématiques pendant la dynamique, le dernier processus de préparation consiste a
neutraliser ’ensemble des charges de la protéine pour obtenir une charge €électrostatique totale

ao.

Protocole de production des dynamiques

Chague structure solvatée est ensuite minimisée energétiqguement en utilisant le champ
de forces AMOEBA par I’utilisation d’un algorithme steepest descent pour rapidement
atteindre une déviation de la valeur quadratique moyenne du gradient, ou RMS, inférieure ou
équivalente a 1 kcal.mol™. Dans I’optique d’une simulation de dynamique moléculaire tout
atome, nous avons utilisé un module de Tinker-HP (incorporé chez la plateforme Tinker 83°)
développé au LCT et utilisant les cartes graphiques GPUs. Un tel module permet en effet
d’exploiter plus efficacement la méthodologie des champs de forces en précision mixte et
ainsi d’augmenter la production de calculs permettant de plus longues simulations. Les
structures initiales entierement solvatées du monomere/dimeére/tétramére-apo/tétramere-FBP
de PKM2 et du tétramére PKM1 comportent respectivement 95 267 / 212 664 / 394 651 / 394
679 / 394 828 atomes ont été extraite de la banque de données de protéines PDB. Afin de
décrire tous les atomes du systeme (protéine et solvant) avec leurs comportements, le pFF
AMOEBA a donc été choisi®*®. Un modele périodique de condition aux limites est utilisé en
lien avec le modele de solvatation explicite ou le cube de solvant a un c6té de longueur 100 /
130 / 160 A pour les conformations monomériques, dimériques et tétramériques
respectivement (sans distinction PKM1/PKM2). Le deroulé de calcul de la DM est réalisé
grice a Dutilisation d’un intégrateur a pas de temps de type BAOAB-RESPA1**® pour

permettre 1’usage d’un pas de 10 fs avec le processus de répartition de masse des Hydrogenes
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(HMR) pour une meilleure redistribution des masses sur les atomes lourds®**. De plus, une
sauvegarde de structures est effectuée toutes les 5 picosecondes (ps, 10-°s) pour permettre une
analyse plus approfondie des différents modeles. Associé a cela plusieurs cutoffs ont éte
définis pour restreindre des distances limites pour les paramétres vd\W a 9 A mais aussi pour
le seuil Ewald & 7 A. Enfin, un critére de convergence a 10 est défini pour le calcul des
multipOles.

La production des dynamiques moléculaires pour chaque structure est ensuite lancée avec
dans un premier temps une DM classique d’une durée de 5 ns pour chaque structure étudiee.
L’ensemble thermodynamique choisi est le NVT pour une température et volume constant a
300 Kelvins (K), a I’aide d’un thermostat de Bussi**, puis de méme en ensemble NPT, en
ajoutant un barostat de type Monte-Carlo®*, pour vérifier la stabilité des systémes. A I’issue
de cette premiere simulation, la production débute en ensemble NPT pour une simulation de
20 ns. Viens ensuite le processus d’échantillonnage adaptatif non supervisé®* en choisissant
pour la sélection un espace conformationnel comprenant les quatre premiéeres composantes
de la PCA, capturant plus de 90 % de la diversité structurelle. Ce processus permet d’en
extraire 10 structures différentes de telle sorte que cette sélection, selon les mémes critéres
que I’étude de Jaffrelot Inizan et al.>*°, priorise les états structuraux énergétiques qui ont été
peu Visités pendant la simulation précédente. S’ensuit par la suite une seconde vague de DM
indépendantes sur chacune des 10 nouvelles conditions initiales extraites pour un temps plus
court de 9 ns dans ce méme ensemble NPT. Ce processus a été répété sur 11 itérations pour
obtenir un total de 1.01 ps de simulation de DM par condition. Pour chacune de ces
simulations indépendantes de DM, I"utilisation de cartes GPU NVIDIA V100 a été nécessaire
en se servant de deux supercalculateurs : les calculateurs Jean Zay (IDRIS, GENCI/CNRS,
France) et Joliot-Curie (TGCC, GENCI/CEA, France). Pour les différentes analyses de post-
traitement, celles-ci ont été réalisées par 1’usage de scripts Python a I’aide de différents
modules MDTraj**’, Numpy>®®, Scikit-Learn®*°, Scipy?*® avec aussi I’apport du module

Matplotlib pour les représentations graphiques®*.

Chapitre 2. Résultats de I’analyse de la dynamique
structurelle pour PKM1/PKM?2

2.1. Comprendre la structuration PKM1/2 pendant le processus
d'oligomérisation
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Pour débuter une évaluation rapide des performances obtenues par notre protocole
d’échantillonnage adaptatif, une analyse des trajectoires DM avec la PCA a été faite. Ce choix
permet de révéler plus efficacement la diversité conformationnelle des systéemes simulés. En
conséquence, celle-ci est considérable en tant que moyen de quantification de
I’échantillonnage tout en aidant au discernement de mouvements structuraux importants et
explicites. Les résultats en Figure 25 présentent une projection sur ses deux premiéres PCA
pour chacun des états de PKM 1/PKM2. Il apparait clairement qu’une portion conséquente de
I’espace conformationnel de ces protéines a été parcourue avec quelques distinctions. De plus,
plus le niveau d’oligomérisation est élevé (monomére—dimeére—tétramere) et plus cette
exploration est large comme 1’indique I’amplitude des variations des PC1/PC2 (-20/40 et -
20/30 pour le monomere contre -40/70 et -35/40 pour le tétramere PKM2 par exemple). Des
résultats attendus concernent notamment le monomere et les formes apo/holo-FBP de PKM2.
En effet, le monomeére de PKM2 (Figure 25A) étant peu caractérisé comme ayant une activité
enzymatique en étude expérimentale, nous retrouvons une structure assez rigide avec une

unique région concentrique de structure issue de la dynamique. De la méme facon le tétramére
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Figure 25 : Représentation graphique du profil d’exploration des simulations DM. (A-D) Représentation
graphique du profil PC1 en fonction de PC2 pour chaque état oligomérique de la dynamique moléculaire de
PKM2 avec le monomére (A), le dimére (B) ainsi que le tétrameére libre (C) ou associé a son ligand naturel
FBP (D), (E) Méme représentation pour la forme tétramérique de PKML1.

libre de PKM2 (Figure 25C) présente une région étendue de plus haute prévalence structurale
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en cohérence avec un équilibre assez dynamique entre différents états biologiques connus de
PKM2 dont il sera question plus tard dans cette discussion. L’ajout d’un ligand naturel tel que
I’est le FBP, et que nous avons fixé a PKM2 (Figure 25D), confirme une structuration vers
un état préferentiel. Plus surprenant la forme dimérique de PKM2 (Figure 25B) présente une
flexibilité structurale consequente avec certes une région a forte densité de structure mais
néanmoins avec 1’observation d’une nébuleuse assez large de structure a plus faible
prévalence, caractérisant une importante flexibilité structurale. Dans la méme situation, alors
que PKM1 est connue comme une protéine a haute activité enzymatique et de meilleure
stabilité a I’opposé de PKM2, son profil (Figure 25E) est a un état relativement intermédiaire
des deux structures tétramériques de PKM2 avec ou sans le ligand FBP.

En second temps de cette analyse globale de nos simulations, une comparaison entre I'écart
quadratique moyen (RMSD) et le rayon de giration (RG) pour PKML1 et chacun des différents
états de PKM2 a été effectuée. L'écart quadratiqgue moyen est une quantité de référence qui
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Figure 26 : L'analyse globale du RMSD vs RG montre des changements structuraux mais aussi du
volume de PKM2 au cours du processus d'oligomérisation. Nous analysons également les similitudes des
profils PKM1/2 (A-D) Représentation graphique de I'analyse RMSD/RG pour chaque condition de simulation
de la dynamique moléculaire de PKM2 : monomére (A), dimére (B) tétramere libre (C) ou associé a son ligand
naturel FBP (D), (E) Méme représentation pour la forme tétramérique de PKML1.

permet d'étudier la flexibilité globale d’un systéme sur les positions de I’ensemble des résidus

d'une protéine donnée par rapport a un état de référence qui est, en général, choisi comme la
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structure PDB. Le RG donne une indication sur la variation de volume d'un systéme au cours
de la simulation DM par rapport a I'état initial. Les résultats (Figure 26) ont révélé une
corrélation croissante entre RMSD et RG au fur et a mesure que lI'oligomérisation de PKM2
se complexifie. La Figure 26A montre les variations de RG en fonction de la RMSD dans le
cas du monomere PKM2. Nous avons constaté une région spécifique de grandes variations
de RMSD et RG (2-7 A et 24.75- 26.50 A respectivement) pendant la simulation. Des densités
élevées de structures ont été trouvées 8 RMSD 3.6 A et RG 25.5 A. Dans I’ensemble, I'état
monomérique est caractérisé par une flexibilité importante comme le suggere I'absence de
corréelation globale entre RMSD et RG. Comme les simulations nous ont permis d'explorer de
vastes espaces conformationnels, cela indique que le monomeére était mal structuré. Il en va
difféeremment pour le dimére (Figure 26B), pour lequel nous avons observé une distribution
plus étroite de RMSD autour de 2.5-5.5 A avec quelques variations plus importantes de RG a
31-40 A. Dans l'ensemble, une forte densité de structures est observée présentant une
corrélation RMSD-RG significative, ce qui indigue une structuration supérieure du dimeére de
PKM2 par rapport au monomere. Dans le cas du tétramere PKM2 sous forme apo (Figure
26C), nous avons observe une plus large distribution de RMSD par rapport au dimére (2.2-
7.4 A) en corrélation avec des valeurs RG plus élevées (40.7-45.5 A). Une fois de plus, une
concentration de densités élevées est trouvée mais, cette fois, une corrélation RMSD/RG
presque linéaire est observée. Cette observation est encore plus frappante lorsque nous
associons le tétramére PKM2 & son substrat FBP (Figure 26D). En effet, le FBP semble avoir
un effet stabilisateur sur la flexibilité structurelle de I'enzyme comme indiqué par une
distribution des valeurs RMSD plus restreinte (de 1.7 4 5.2 A). Une fois de plus, une région
extrémement dense de structures (valeur 3.5 de densité & 3.75 A RMSD et 43.75 A RG) a été
observée, démontrant ainsi la structuration compléete de I'enzyme. Nous avons ensuite
comparé les différentes structures de PKM2 avec le tétramere PKM1. Comme indiqué dans
la Figure 26E, le profil de la PKM1 semble étre tres proche de la PKM2 tétramérique
lorsqu'elle est associée a son substrat FBP. En effet, les valeurs RMSD sont limitées entre 2.5
4 5.6 A avec des RG variés de 41 & 45 A. En conséquence, une région dense de structures
presque identique a été observée par rapport 8 PKM2-FBP (3.4 de densité 4 4.25 A en RMSD
et 44 A en RG), avec une corrélation RMSD/RG presque linéaire. Dans I'ensemble, ces
résultats ont confirmé une structuration progressive et une corrélation avec la modulation

structurelle de PKM2 a mesure que le processus d'oligomérisation se complexifie. Plus
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important encore, nous avons observe une proximité structurelle étroite entre le tétramere de
PKML et le tétramere de PKM2 lié au FBP.

2.2. PKM1/2 : Analyse des résidus et de la stabilité des domaines
pendant la simulation de dynamique moléculaire

L'étape suivante de notre analyse a été d'étudier la stabilité des acides aminés et
domaines clés qui pourraient étre des marqueurs importants de la flexibilité structurelle de
sites clés des deux protéines. Pour ce faire, nous avons étudie la valeur du Root-Mean Square
Fluctuation (RMSF) afin de quantifier la déviation moyenne de chaque résidu au cours des
simulations par rapport a leur position de départ sur la référence PDB définie. Une premiére
conclusion immédiate relie la stabilité de la protéine PKM2 avec le processus
d'oligomeérisation. En effet, dans le cas du monomere PKM2 (Figure 27A), nos résultats ont
montré une flexibilité importante affectant la structure dans son ensemble. La plus forte
source de flexibilité est observée dans le domaine B (résidus 116-217) qui est le plus variable
allant jusqu'a des valeurs RMSF supérieures a 4 A. Nous avons aussi observé cette importante
flexibilité pour trois grandes régions localisées sur le domaine Al (résidus 45-115) mais aussi
sur des residus supplémentaires (résidus 290-425 et 475-525) qui composent respectivement
une grande partie des domaines A2 et C. S’ensuit une stabilisation structurale qui est observée
pour la forme dimérique de PKM2 (Figure 27B). Le domaine A2 (résidus 290-400) a perdu
la majeure partie de sa flexibilité avec des valeurs RMSF centrées & 1.5-2 A par rapport aux
valeurs du monomére qui dépasse les 3 A. Néanmoins cet état dimérique conserve de la
flexibilité structurale sur les domaines Al (résidus 50-107) et C (résidus 400-457 et 470-531)
limitant la structuration compléte de ’enzyme qui ne semble étre achevée qu’au niveau de
I'état oligomérique du tétramere PKM2 en état apo (Figure 27C). Ici, les résidus des domaines
Al et C ont perdu la majeure partie de leur flexibilité structurelle par rapport a I'état
dimérique. Quelques poches conservées présentant une flexibilité significative ont été
observées autour des résidus 30-110 et 470-531 qui participent respectivement a la
structuration du site actif et de la poche de fixation du FBP chez PKM2. Il est également
important de noter que chaque état oligomérique a conservé une flexibilité importante du
domaine B en raison de son role central dans la constitution du site actif. Nous avons ensuite
évalué I’effet allostérique de la fixation du FBP sur le tétramere de PKM2 (Figure 27D). Si

nos résultats ont montré des profils RMSF globaux qui sont extrémement proches entre les
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systémes holo et apo, des différences locales sont visualisées. En effet, une stabilisation
supplémentaire de la poche de fixation du FBP est trouvee aux résidus 470-531 tandis que
des flexibilités relatives subsistent pour les domaines Al (résidus 70-110) et B, plus
précisément pour quelques résidus localisés aux positions 75-80 et 115-120. Ceux-Ci
correspondent a des acides aminés impliquées dans le site actif (voir fleches vertes, Figures
27C/D).

Nos résultats ont egalement montré une grande proximité entre le tétramere PKM1 (Figure
27E) et la forme holo de PKM2 liée a FBP, notamment au niveau du domaine B. Cependant,
plusieurs zones spécifiques restent différentes. Certains couples de résidus (résidus 325-335,
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Figure 27 : L'analyse RMSF montre la structuration de PKM2 au cours des processus d'oligomérisation
et de fixation du FBP et confirme les analogies tétramériques de PKM1/2 sur des domaines clés. (A-D)
Représentation graphique de l'analyse RMSF pour chaque état de la dynamique moléculaire de PKM2 :
monomere (A), dimére (B) tétramere libre (C) ou associé a la molécule FBP (D), (E) Méme représentation
pour la forme tétramérique de PKML. Ici, les domaines de PKM2 contiennent les résidus suivants : 44-115
pour Al, 116-217 pour B (carré rouge), 218-388 pour A2 et 389-531 pour le domaine C. Les différences
locales entre les formes apo et holo PKM2 liée & FBP (fleches vertes) et entre les formes holo de PKM2 liée &
FBP et PKML1 respectivement (fleches rouges) sont aussi indiquées.

390-405, 470-490, 515-525) présentent une flexibilité relativement élevée (fleches rouges,

Figure 27E).
Pris ensemble, ces résultats donnent une image compléte des effets structurels locaux

de la structuration progressive de la PKM2 au cours du processus d'oligomerisation. lls ont
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aussi confirmé les fortes analogies structurelles entre PKM2-FBP et PKML1.

2.3. Analyse structurale des sites clés de la protéine PKM
Cette section s’attardera a discuter des résultats sur les principaux sites clés de
réactivité de PKM2 en analysant plus particulierement le site actif de fixation du PEP et le

site de fixation du ligand naturel et allostérique qu’est le FBP.

2.3.a. Structuration du site actif et lien causal avec I’état
oligomérique de PKM?2

Nous nous sommes ensuite attardes sur les principaux sites de réactivité clés de PKM2 en
commencgant par analyser le site actif de 1’enzyme. Pour ce faire, les distances entre des
couples clés de résidus définissant des marqueurs structuraux ont été étudiées afin d'évaluer

la flexibilité du domaine B. Dans notre étude, nous avons mesuré la distance séparant le résidu

No License File — For Fua

Figure 28 : Représentation structurale du site actif de PKM2. Modele cartoon représentant un seul
monomeére du tétramere PKM2 associé a FBP. Ici, les deux couples de résidus Pro53 a Thr129 (entre les
régions A et B) et Asp178 a Asp296 (pres de la jonction A-B a la base de la région B)) sont mis en évidence
respectivement en bleu et en rose pour caractériser leurs importances dans la dynamique structurale globale
se produisant sur le site actif de la protéine, qui est localisé entre le domaine Al (c6té droit) et le domaine B
(coté gauche).
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Figure 29 : La structuration du site actif est associée a la conformation oligomérique de PKM2. (A-B)
Représentation graphique de la distance entre les résidus 53 et 128 (dans le site actif) pour chaque état de la
dynamique moléculaire de PKM2 avec le monomere (A) et le dimere (B) (C-D) Méme représentation pour la
distance entre les résidus 178 et 296 avec le monomere (C) et le dimére (D).

53, appartenant au domaine A, et le résidu 129 contenu dans le domaine B. Ces deux résidus
sont localisés dans la partie plus externe du site actif de la protéine et ont été choisis pour
caractériser le mouvement global du domaine B. Pour mesurer la structuration du site actif,
nous avons surveillé la distance séparant les résidus 178 et 296 (Figure 28) qui sont localisés
a la jonction des domaines A et B. Les simulations ont montré que le site actif se structure
progressivement au cours du processus d'oligomérisation de la PKM2. Alors que I'état
monomerique (Figures 29A et 29C) présentait une distance restreinte entre les résidus 53 et
129 (environ 20.5 A), une distribution bimodale des distances a été observée entre les résidus
178 et 296 a des distances de 8 et 11 A. Une telle distribution bimodale est présente dans les
autres oligomeres de PKM2. En examinant le dimére (Figures 29B et 29D), nous avons
observe un profil similaire & celui du monomere pour la distance entre les résidus 53 et 129.
Une distribution bimodale différente est observee pour la distance séparant les résidus 178 et

296 (au niveau de la jonction des domaines A et B) avec des valeurs centrées a 5 et 7.5 A qui
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Figure 30 : Dynamique de la partie interne du c6té actif de la PKM2 monomérique. (A) Représentation
graphique de la distance entre les résidus 178 et 296 pour deux frames différentes de la distribution bimodale,
(B) Modele de surface montrant I'état a haute distance (C) ou I'état plus fermé. Trois acides aminés avant et
apres les résidus 178 et 296 sont aussi représentés pour obtenir un meilleur modéle de surface.

Figure 31 : Dynamique de la partie interne du coté actif de la PKM2 dimérique. (A) Représentation
graphique de la distance entre les résidus 178 et 296 pour deux frames différentes de la distribution bimodale,
(B) Modele de surface montrant I'état de plus faible distance (C) ou I’état le plus ouvert. Trois acides aminés
avant et apres les résidus 178 et 296 sont aussi représentés pour obtenir un meilleur modéle de surface.

indiquent une extension spatiale plus contrainte du site actif. Une visualisation structurale de
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ces deux états est visualisable en Figures 30 et 31. Enfin, nous avons considéré le tétrameére
PKMZ2 dans son état apo (c'est-a-dire sans son ligand naturel, Figures 32A et 32D). Ici, nous
avons remarqué une valeur plus élevée de la distance entre les résidus 53 et 129 couplée a une
distance entre les résidus 178 et 296 d'environ 8-8.5 A. Un tel résultat indique une plus grande

flexibilité du domaine B qui est liée a une structuration plus forte du site actif de PKM2. Cela
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Figure 32 : La structuration du site actif est associée a la conformation oligomérique de PKM2. (A-C)
Représentation graphique de la distance entre les résidus 53 et 128 (dans le site actif) pour chaque état de la
dynamique moléculaire de PKM2 avec le tétramere PKM2 apo (A) ou lié au FBP (B) et le tétramere PKM1
(C), (D-F) Méme représentation pour la distance entre les résidus 178 et 296 avec le tétramere PKM2 apo (D)
ou lié au FBP (E) et le tétraméere PKML1 (F).

apparait tout a fait compatible avec les activités connues des différents oligoméres*?. Dans un
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contexte ou PKM2 est associée au FBP, c'est-a-dire a I'état holo (Figures 32B et 32E), nous
avons observe une distance plus grande entre les résidus 53 et 129 par rapport a I'état apo
(valeur moyenne de 28.2 A par rapport & 24.1 A pour apo-PKM2). En ce qui concerne la
distance entre les résidus 178 et 296, son profil est similaire a celui du tétramere apo, mais
avec une distribution Iégérement plus étroite et centrée a 8.25 A. Ceci est en accord avec la
stabilité connue de la PKM2 lorsque celle-ci est associée a son ligand FBP pour une meilleure
activité enzymatique®. Enfin, nous avons caractérisé le site actif dans I'état tétramérique de
la protéine PKML1 afin de pouvoir le comparer a son homologue PKM2 (Figures 32C et 32F).
Les profils de distance observés se sont avérés intermédiaires entre les valeurs observées des
états apo et holo-FBP du tétramére PKM2. Concernant la partie externe du site actif, la
distance entre les résidus 53 et 129 est inférieure a celle observée dans I'état holo-PKM2 tout
en restant supérieure a la distance mesurée pour apo-PKM2, signe d'une structuration plus
importante du site actif de PKM1 par rapport au tétramére libre de PKM2. Dans le méme
ordre d’idées, la jonction des domaines A-B (distance entre les résidus 178 et 296) nous
présente un profil trés similaire a celui de la structure holo-PKM2 (c'est-a-dire une moyenne
de 8.15 A contre 8.16 A pour I'état libre du tétramere-PKM2). Dans I’ensemble, nos données
ont montré un effet net de l'allostérie de fixation du FBP sur la structuration du site actif du

tétramere PKM2 qui semble relativement similaire a celui de I'isoforme PKM1.

2.3.b. Dynamique structurale de la poche de fixation FBP :
allostérie et modulations oligomériques

Dans la continuité de notre analyse de sites clés de PKM2, nous avons ciblé la région qui
contient la poche de fixation du FBP afin de comparer sa structuration entre PKM2 et la région
correspondante de PKM1. Pour cela, la distance entre les résidus 433 et 518 a été étudiee pour
évaluer la flexibilité globale du site de fixation du FBP puisque ces résidus sont situés a
I'extremum de la poche (Figure 33).

Nous avons commencé par comparer les différents états oligomériques possibles de PKM2
choisis pour nos simulations. Les résultats obtenus sur le monomere (Figure 34A) ont montré
un profil de distance trés variable avec une grande densité de structures centrées a 7.5 A qui
est également couplé & une trés grande proportion de distances plus élevées & 8.5-13 A. Cette

distance est une bonne indication de 1’absence trés probable de structuration de la poche dans
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Figure 33 : Représentation structurale du site allostérique des isoformes PKM. Modeéle cartoon des acides
aminés composant le site de fixation du FBP et comparaison entre PKM1 (en bleu) et PKM2 (en ) en
présence de FBP (en rouge). Les sites d’intéréts sont colorés pour marquer leur importance dans la fixation du
FBP : le carré rouge représente une boucle de régulation et le carré violet le résidu 433 (Lys pour PKM2 et
Glu pour PKM1).

I'état monomeérique. En passant a la forme dimérique de PKM2 (Figure 34B), nous avons
observé des distances plus élevées par rapport a I'état monomérique. Plus précisément, une
distribution unique et large est trouvée avec des distances allant de 13 4 21 A, ce qui n'est pas
en faveur d'une bonne structuration globale de la poche de fixation du FBP comme ces
distances calculées sont importantes. Enfin, pour I'état tétramérique apo de PKM2 (Figure
34C, cadres rouge et vert), nous avons obtenu une distribution bimodale pour la distance entre
les résidus 433 et 518 avec une population plus prépondérante de structures centrées a 12.5 A
(4 0.2 de densité) et une seconde & 9.5 A (& 0.115 de densité). Cette distribution particuliére
est une signature de la coexistence de deux états distincts pour I’état tétrameérique de PKM2.
Pour la forme tétramérique de PKM2 liée au FBP, nous avons remarqué une inversion
compléte de la distribution a deux états observée dans I’état apo-PKM2 (Figure 34D). Dans
ce cas, une population majeure de structures est centrée autour d'une distance moyenne de 8.5
A (densité de 0.18) tandis qu'une seconde population est centrée a 7 A (densité de 0.36). En

conséquence et comme attendu, la présence du FBP joue un réle majeur dans la structuration
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Figure 34 : Structuration globale de la poche de fixation FBP pendant le processus d'oligomérisation et
de docking du FBP et comparaison avec le site de fixation possible de PKM1. (A-D) Représentation
graphique de la distance entre les résidus 433 et 518 (localisés dans la poche allostérique FBP) pour chaque
condition de la dynamique moléculaire de PKM2 avec le monomere (A), le dimére (B) et le tétramére libre
(C) ou associé a la molécule allostérique FBP (D), (E) Méme représentation pour la forme tétramérique de
PKML.

Figure 35 : Dynamique de la poche de fixation du FBP pour le tétramére PKM2 lié au FBP. Modeéle de
surface de trois frames alignés pendant la simulation de PKM2 lié au FBP avec les distances les plus faibles

=7 A) (A), moyennes (= 9 A) (B) et les plus élevées (= 11 A) (C) entre les résidus 433 et 518.

de sa propre poche de fixation et sur 1’équilibre des formes tétramériques de PKM2. Un tel
effet est visible en modéle structural sur la Figure 35. Enfin, la caractérisation de la région

putative de fixation du FBP pour la protéine PKM1 a été réalisée pour la comparer a son
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homologue PKM2. Les données obtenues a partir de cet état tétramérique (Figure 34E) ont
montré une distribution de la distance entre les résidus 433 et 518 centrée a 13.7 A, une
distance bien plus élevée que celle observée pour 1’état apo-PKM2 (ici a 11.7 A) et holo-FBP
PKM?2 (a 8.46 A). Ces données ont donc confirmé que la région putative de fixation du FBP
ne semble pas étre suffisamment structurée pour avoir une poche de fixation viable capable
de lier le FBP comme PKM2.

2.4, Impact structural de ’activateur pharmacologique TEPP-46
par comparaison avec le ligand naturel FBP

" (RHE
26

LEU
394

Figure 36 : Représentation structurale du site de fixation du TEPP-46 sur PKM2. Modéle cartoon de
PKM2 avec indication des régions de fixation du TEPP-46 (cadre rouge) mais aussi du FBP pour comparaison
(cadre orange). Les résidus d’intéréts qui interagissent avec TEPP-46 sont montrés en format de surface et sont
colorés en rouge. L’environnement d’interaction du TEPP-46 avec PKM2 est visualisé en dessous de ces
modéles structuraux.
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Pour conclure notre analyse structurale, nous avons aussi étudié par dynamique structurale la
fixation de I'effecteur pharmacologique TEPP-46 qui est connu pour étre un activateur de
PKM2. Celui-ci est présent a I’interface de deux monoméres par interaction de leurs domaines
A (Figure 36, zone orange), au niveau d’une poche d’interaction différente de celle du FBP
(Figure 36, cadre rouge).

Dans un premier temps, 1’observation des caractéristiques globales de la simulation est
réalisée par analyse des deux premiéres PCA (Figure 37A) et du lien entre RMSD et RG
(Figure 37B) comme pour les précédents états de PKM1/2. Comme pour les simulations des
protéines PKM1/PKM2, I’analyse comparative des deux premiéres PCA montre la large
exploration structurale et énergétique de la protéine PKM2 sous forme holo liée au TEPP-46.

On peut d’ailleurs noter que la structure cristalline servant de condition initiale de la

Principal Component Analysis of tetrameric PKM2+TEPP (1.01us sampling) RMSD vs Radius of gyration for tetrameric PKM2+TEPP (1.01us sampling)
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Figure 37 : Représentation graphique du profil d’exploration des simulations DM. (A) Représentation
graphique du profil PC1 en fonction de PC2 pour la structure tétramériqgue de PKM2 lié au ligand
pharmacologique TEPP-46, (B) Représentation similaire mais du RMSD en fonction du RG.

simulation de dynamique (PDB : 3U2Z) est assez proche d’une région dense trés souvent
explorer pendant la DM montrant ainsi 1’intérét de notre modéle de simulation avec
échantillonnage adaptatif. Concernant le résultat du profil RMSD en fonction du RG, celui-
ci est trés proche de celui issu de la DM de PKM1 avec une variation quasi linéaire pour un
RMSD croissant de 2.5 4 5.5 A lié & la croissance du RG de 41 & ~44.5 A (équivalent au profil
PKMZ1). Un tel profil releve un premier effet structurant du TEPP-46 sur PKM2 sachant la
structuration par comparaison a la DM issue de la structure de PKM2 libre ayant une plus
forte flexibilité de son RMSD comme discuté précédemment. A la suite de ces premieres

observations, nos données RMSF (Figure 38A) ont donné un profil similaire a celui observé
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pour PKM2-FBP avec des petites différences locales (résidus 390-405 et 470-490), qui sont
situées dans les zones d'interaction avec TEPP-46 et pour les résidus structurant la poche de
fixation de FBP respectivement. Comme pour les données obtenues sur les tétrameres de
PKMZ2, le domaine B (résidus 116-217) a conservé le méme profil de flexibilité que celui

observé lorsque la FBP est présente. Pour obtenir plus d’informations structurales, nous avons
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Figure 38 : Résultats structuraux issus de la fixation du TEPP sur un PKM2 tétramérique. (A)
Représentation graphique de I'analyse RMSF, (B) la distance entre les résidus 53 et 128 (dans le site actif) et
(C) la distance entre les résidus 433 et 518 (localisés dans la poche allostérique du FBP) pour différents états
tétramériques de PKM2 avec ou sans effecteurs naturels ou pharmacologiques.

étudié ensuite plus en détail le site actif de PKM2 (Figure 38B). Pour la distance entre les
résidus 53 et 129, des similitudes sont notées entre PKM2 liee au FBP et liée au TEPP-46.
Les données ont montré une distance de jonction A-B (résidus 178 et 296) tres similaire a
celle observée quand PKM2 est liée au FBP. A I’inverse, la fixation du TEPP-46 a un effet
opposé sur le mouvement du domaine B. En effet, nos résultats ont montré que la distance
entre les résidus 53 et 129 est réduite et présente un profil bimodal & 12 et 19 A indiquant une
proximité plus rapprochée entre les domaines B et A. Pris ensemble, ces données sont

cohérentes avec meilleure activité enzymatique de PKM2 liée au TEPP-46 que celle de I'état
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tétramerique libre de PKM2. Enfin, I'analyse structurelle de la poche de fixation du FBP
(Figure 38C) a montré un profil de distance entre les résidus 433 et 518 qui est extrémement
proche (c'est-a-dire centré & 7.5 A) comparé a la structure PKM2 liée au FBP. Néanmoins,
dans le cas de PKM2 lié au TEPP-46, aucun ligand localisé dans cette poche ne devrait étre
présent puisque la poche de fixation de TEPP-46 se trouve dans une autre région de la
structure de PKM2.

2.5. Analyse comparative de la druggabilité : recherche de
poches cryptiques spécifiques a PKM?2

Nous avons utilisé les modeles dynamiques construits précédemment afin d’identifier de
nouvelles poches cryptiques, c’est a dire des structures tridimensionnelles généralement
cachées ou partiellement accessibles susceptibles d’étre ciblées par de nouveaux modulateurs
pharmacologiques. Compte-tenu de son importance dans les pathologies tumorales, nous
avons souhaité identifié des poches spécifiques a la forme tétramérique de PKM2. Nous avons
d’abord recherché ces poches en utilisant les structures cristallographiques du tétramere de
PKML1 (3SRF) et du tétramere de PKM2 lié au FBP (3SRD). La recherche a été conduite a
I’aide du logiciel DoGSite Scorer, un outil automatisé de détection de poches et de calcul de
descripteurs . Soixante-trois et 50 poches ont été détectées respectivement pour PKML1 et
PKM2. Plusieurs poches déja connues ont été retrouvées : le site actif, la poche de fixation
des acides amineés régulateurs (Ser, Phe), la poche de fixation de FBP et le site de fixation de
TEPP-46 (voir Figure 39).

Fixation site AA

Fixation site FBP

Figure 39 : Représentation de I'emplacement des principales poches de la PKM1 du 3SRF. Le monomeére
(2 gauche) et tétramere (a droite) sont représentés avec leurs poches similaires, a I'exception de la poche TEPP-
46, contenue dans une poche plus grande. Le site actif, la poche de fixation du FBP et des acides aminés sont
représentés en rouge, bleu et orange respectivement dans le cas de la représentation tétramérique.
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Figure 40 : Représentation schématique d'un échantillon de poches détectées avec DoGSite. Les poches
ont été détectées a partir des structures 3SRF (PKM1) et 3SRD (PKM2) (en gris) associées a 8 structures
extraites des simulations Tinker-HP des deux conditions (bleu/orange pour PKM1/PKM2 respectivement. Le
rectangle vert met en évidence les poches détectées uniquement avec PKM2.

Aprés avoir éliminé les poches communes a PKM1 et PKM2, 15 et 13 poches ont été retenues
pour PKML1 (appelées M1-X, X représentant le numéro de la poche dans le logiciel DoGSite

Scorer) et PKM2 (M2-X) respectivement. Ces poches, identifiées dans les structures
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cristallographiques sont utilisees comme reférence pour la suite de cette analyse. Pour chaque
tétrameére, PKM1 et PKM2-FBP, 8 structures issus des simulations moléculaires (Tinker-HP)
ont été choisies aléatoirement et analysées par DoGSite Scorer. Les poches identifiées ont
ensuite été comparées aux poches de référence. La comparaison se fait en analysant les résidus
de toutes les poches et en les assignant a la poche de référence avec le nombre le plus commun
de résidus se chevauchant. Ce critere de chevauchement des poches est basé sur un nombre
maximal de résidus communs, fixé a 5, mais aussi sur I'ajout d'une valeur de ratio du
chevauchement correspondant au rapport entre ce nombre maximal de résidus et le nombre
total de résidus correspondant a la poche predite, fixé a 0,25 (c'est-a-dire moins de 25 %
d'identité de séquence totale). Ces poches ont été nommées de la méme maniére que les
poches de référence T_M1-X ou T_M2-X, (T correspondant aux structures issues des
simulations moléculaires Tinker-HP). Les résultats de cette analyse sont présentés dans la
Figure 40. Les poches déja connues - site actif et sites de fixation des acides aminés, du FBP
et du TEPP-46 - ont été détectées dans toutes les structures échantillonnées. Il faut noter que
la poche présumée de fixation du FBP sur PKML1 est retrouvee dans toutes les structures

¢chantillonnées, méme si les résultats précédents suggerent qu’elle n’est pas fonctionnelle.
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Figure 41 : Boxplot de la distribution du DrugScore pour chaque nouvelle poche obtenue par notre
échantillonnage structurel. Les nouvelles poches ont été trouvées a partir de la sélection de certaines
structures de la dynamique moléculaire de PKM1 (M1-X) ou PKM2 (M2-X) qui n'avaient pas été trouvées sur
les structures initiales 3SRF et 3SRD.
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Les différentes poches détectées a partir des deux structures cristallines initiales, sont
détectées soit (1) dans un grand nombre des structures échantillonnées (i.e. ‘M2-0', ‘M2-2',
'‘M1-0' ou 'M1-33"), soit (2) dans quelques-unes d'entre elles, comme 'M2-37' ou ‘M1-55'".
Cette diversité permet de valider [’utilisation de simulations moléculaires avec
¢chantillonnage adaptatif, mais il est a préciser qu’aucune de ces poches initiales contenant
des résidus spécifiques des exons de PKM1 et PKM2 n'est spécifique d'une isoforme. Cette
stratégie a permis d’identifier 11 nouvelles proches cryptiques sur PKM?2. Deux poches sont
particulierement intéressantes ('T_M2-8'et 'T_M2-11") car elles sont spécifiques du tétramere
de PKM2 lié au FBP. La poche ‘T M2-8’ occupe un volume moyen de 174 A3 associé a un
score de druggabilité moyen de 0,37 a 0,45, déterminé d’apres le volume, I’hydrophobicité et

I’accessibilité de la poche d’apres les analyses réalisées avec DogSite (voir la Figure 41). La
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Figure 42 : Structures et propriétés de nouvelles poches potentielles spécifiques de PKM2 déterminées
par un petit échantillon des simulations Tinker-HP. Les résidus impliqués dans les structures des poches
sont représentés a gauche avec les couleurs correspondantes a la visualisation structurelle de la structure
cristalline initiale. Les volumes de chaque cavité sont montrés a droite avec une représentation en box-plot.

11° occupe un volume de 126 A3 avec un score de druggabilité de 0,25. Deux autres poches,
‘T _M2-3’ et “T_M2-10’ sont également plus fréquemment détectées pour PKM2-FBP (2 et 7

détections respectivement). Mais elles semblent moins spécifiques par la détection de chacune
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d'entre elles sur une seule structure de PKM1 (a un ratio de chevauchement de 0,38 et 0,41
respectivement). Néanmoins leur volume moyen et leur score de druggabilité sont indiqués
notamment pour 'T_M2-10" (voir Figure 42). Trois de ces poches (sauf ‘T_M2-10") sont
localisées a un croisement entre deux chaines de la structure tétramérique de PKM2-FBP. Par
ailleurs, les poches ‘T M2-3” et ‘T M2-11" contiennent certains résidus qui semblent
impliqués dans des interactions étroites entre les chaines a l'intérieur du tétramere, ce qui

pourrait suggérer qu’elles interviennent dans la structuration du tétramére PKM?2.
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High-resolution Molecular Dynamics Simulations
of the Pyruvate Kinase Muscle Isoform 1 and 2
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Glucose metabolism plays a pivotal role in physiological
processes and cancer growth. The final stage of glycoly-
sis, converting phosphoenolpyruvate (PEP) into pyruvate,
is catalysed by the pyruvate kinase (PK) enzyme. Whereas
PKM1 is mainly expressed in cells with high energy require-
ments, PKM2 is preferentially expressed in proliferating
cells, including tumor cells. Structural analysis of PKM1
and PKM2 is essential to design new molecules with anti-
tumoral activity. To understand their structural dynamies,
we performed extensive high-resolution molecular dynamics
(MD) simulations using adaptive sampling techniques cou-
pled to the polarizable AMOEBA force field. Performing
more than 6 ps of simulation, we considered all oligomer-
ization states of PKM2 and propose structural insights for
PKM1 to further study the PKM2-specific allostery. We
focused on key sites including the active site and the natu-
ral substrate Fructose Bi-Phosphate (FBP) fixation pocket.
Additionally, we present the first MD simulation of biologi-
cally active PKM1 and uncover important similarities with
its PKM2 counterpart bounded to FBP. We also analysed
TEPP-46’s fixation, a pharmacological activator binding a
different pocket, on PKM2 and highlighted the structural
differences and similarities compared to PKM2 bound to
FBP. Finally, we determined potential new eryptic pockets
specific to PKM2 for drug targeting.
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Highlights

e Comparative analysis of model from native forms of PK-
M1 and PKM2.

e More than 6 ps simulation-time in AMOEBA force field,
close to biological properties.

e Structural comparison showing specific allosteric effect

of FBP on PKM2.

e Structural effect of TEPP-46 on similar pockets as FBP,
but from a different fixation site.

e First structural model of tetrameric PKM1 and all states

of PKM2.
e Identification of new pockets specific to PKM2.

Introduction

In normal mammalian cells, ATP is produced by both gly-
colysis and mitochondrial oxidative phosphorylation (OX-
PHOS). However, in most tumor cells ATP is produced
mainly by glycolysis, even in the presence of oxygen!!!. One
of the advantages of preferential activation of glycolysis is
the accumulation of metabolic intermediates useful for tu-
mor cell proliferation, such as molecules required for the
biosynthesis of nucleic acids, proteins, lipids, and lactate
required to balance the NAD+/NADH redox balance!?.

Glycolysis is a metabolic process encompassing 10 differ-
ent steps!'®l. It produces two molecules of ATP (adenosine
triphosphate), two molecules of pyruvate and two molecules
of NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide) per molecule
of glucose. The final stage of glycolysis is a rate-limiting



and irreversible phase that converts phosphoenolpyruvate
(PEP) to pyruvate. This reaction is catalyzed by pyruvate
kinase (PK). There are 4 tissue-specific isoforms in mam-
mals: PKL (Pyruvate Kinase Liver-type) is expressed in
the liver, kidney, and intestine tissues, and PKR (Pyru-
vate Kinase in Red-blood cells) in erythrocytes!!. Whereas
PKM1 (Pyruvate Kinase Muscle isoform 1) is expressed in
tissues with high energy requirements such as brain, heart,
and muscle tissues®!, PKM2 (Pyruvate Kinase Muscle iso-
form 2) is preferentially expressed in proliferating cells such
as embryonic cells and tumor cells!®!. These two isoforms
are encoded from the same gene, PKM, which contains 12
exons by alternative splicing generating PKM1 (exon 9) or
PKM2 (exon 10)!"®, PKM1 and PKM2 encompass a total
of 531 amino acids while differing by 22 of them [°].

PKMI1 is a constitutive tetrameric active enzyme with a
high affinity for PEP. Conversely, PKM2 exists in three dif-
ferent forms depending on the cellular compartments: an
inactive monomer, a nuclear dimer associated with a low en-
zymatic activity and a cytoplasmic active tetrameric form.
Following the binding of fructose-1,6-biphosphate (FBP),
the allosteric activation of PKM2 promotes its tetrameric
form.*%. Additionally, the dissociation of the tetramer fa-
vors the accumulation of the PKM2 dimer, which exhibits
pro-tumor activity!*'l. The PKM2 tetramer itself is also
known to oscillate between two structural organizations: a
less active tight (T) form and a fully activated relaxed (R)
form. The relative prevalence of these forms is directly asso-
ciated to the PK immediate environment and the presence
of regulating metabolites. PKMI1 and PKM2 structural dif-
ferences may explain why PKMI is not regulated by al-
losteric activator!'?. On the opposite, PKM2 enzymatic
activity is highly regulated by many endogenous metabo-
lites. It is important to point out that such metabolites
can either have the role of an activator (for example: ser-
ine'*l, SAICAR (Succinylaminoimidazole-carboxamide ri-
boside!'*l) and FBP!'®!) or the role of an inhibitor (for ex-
ample tryptophan, the T3 thyroid hormone ') or HMGB1 7]
for example but as another protein). Each monomer of
PKM2 contains 3 domains (A/B/C), a short N-terminal
region, and an active site. The A domain constitutes the
main part of the protein (from residues 44-116 to 219-389).
This region is important since the dimeric form of PKM2 is
formed through the weak bonding of two of its monomers
interacting with this region. The B domain is character-
ized by an external region formed by residues 117-218. It
constitutes a part of the active site of PKM2 (PEP fixa-
tion) which is structured by an interface between A and
B domains. Finally, 44 of the 56 amino acids encoded by
PKM2-specific exon 10 are located in the C domain, which
encompasses the allosteric binding site and stabilizes the
quaternary structure of the tetrameric form of PKM2. The
N-terminal region is localized on residues 1-43 of PKM2!'®!,
PKM2’s central role in tumor processes makes it a prime
target for the design of new anti-tumor molecules and sev-
eral drugs have been proposed to modulate PKM2 activity
and oligomeric state. They act as an activator promoting
the active R-form (TEPP-46, DASA-58!'°1). Consequently,
it is essential to have a better understanding of the struc-
tural dynamics of PKM1 and PKM2 and to identify the
conserved sites that could lead to the design of new anti-
tumor molecules. Notably, it is especially relevant to inves-
tigate the structure of the PKMI isoform to understand its
main structural differences compared to PKM2 to propose
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molecules capable of promoting the conversion of PKM?2
from the pro-tumor dimer into an active tetramer.

In this study, we provide all-atom high-resolution molecular
dynamics simulations of both PKM1 and PKM2 enzymes
and propose a comparative analysis of their key residues
and functional sites. In particular, our study focuses on the
characterization of the FBP-binding pocket and on the PEP
active site which are both closely related to the specificity of
activity of both proteins. To provide simulations approach-
ing realistic biological timescales, we use adaptive sampling
molecular dynamies coupled to a high-resolution polarizable
force field. Thanks to such methodology 2° 2% coupled with
the use of the GPU-accelerated Tinker-HP molecular dy-
namics package!?*?%l (GPU=Graphics Processing Unit), it
is possible to analyze more broadly the structural dynamics
and weak interaction profiles!?*"** within these proteins.
We therefore evaluate the structural dynamics of PKM1
and PKM2 in their different oligomeric state, notably in
the presence or absence of their known effectors.

Results

In this section, we analyzed the large-scale structural dy-
namics studies of PKM1 /2.

Understanding PKM1/2 structuring
during the oligomerization process

PKM2

First, we compared the structural variations between PKM1
and the different oligomerization states of PKM2 by ana-
lyzing the Root-Mean Square Deviation (RMSD) and the
Radius of Gyration (RG). The results revealed an increas-
ing correlation of RMSD and RG as PKM2 oligomerization
complexified. Figure 1A displays the variations of RG as a
function of RMSD in the case of the PKM2 monomer. We
observed a specific region of large variations of RMSD and
RG (2-7A and 24.75-26.50A respectively) during the sim-
ulation. High densities of structures were found at RMSD
3.6A and RG 25.5A. Overall, the monomeric state was char-
acterized by an important variability as suggested by the
absence of global correlation between RMSD and RG. Since
the simulations enabled us to explore vast conformational
spaces, this indicated that the monomer was poorly struc-
tured. In contrast, the dimer displayed a narrower distribu-
tion of RMSD around 2.5-5.5A (see Figure 1B) was observed
with some larger variations of RG at 31-40A. Overall, a sin-
gle high density of structures is observed with a significant
correlation between RMSD and RG, a sign of the superior
structuring of the PKM2 dimer compared to its monomer.
In the case of the apo PKM2 tetramer (see Figure 1C), we
observed a larger RMSD range compared to the dimer (2.2-
7.4A) which correlated with higher RG values (40.7-45.54).
Again, a concentration of high densities was found but an
almost linear RMSD/RG correlation was observed. This ob-
servation was even more striking when the PKM2 tetramer
was bound to FBP (see Figure 1D). Indeed, FBP appeared
to have a stabilizing effect on the enzyme structural variabil-
ity as indicated by the more restricted distribution of RMSD
values (from 1.7 to 5.2A). Again, an extremely dense region
of structures (3.5 density at 3.75A RMSD and 43.75A RG)
was found that demonstrated the full structuring of the en-
zZyme.
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Figure 1. Global analysis of the RMSD vs RG shows structural changes and of the PKM2 volume during the oligomerization process. We also
analyze PKM1/2 profile similarities. (A-D) Graphical representation of the RMSD/RG analysis for each states of PKM2 molecular dynamics simulation :
monomer (A), dimer (B) and free-tetramer (C) or associated to FBP (D), (E) Same representation for the tetrameric form of PKML1.
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PKM1

We compared the different PKM2 structures with PKMI1
tetramer. As shown in Figure 1E, the PKMI1 profile ap-
peared to be close to the tetrameric PKM2 when associated
to FBP. Indeed, RMSD values were restricted between 2.5
and 5.6A as RG ranged from 41 to 45A. Accordingly, an al-
most identical dense region of structures has been observed
compared to PKM2-FBP (3.4 density at 4.25A RMSD and
44A RG) as the RMSD/RG correlation was almost linear.

Altogether, these results confirmed a progressive structur-
ing and correlation between the structural modulation of
PKM2 as the oligomerization process increased. Impor-
tantly, we observed a close structural proximity between

the tetrameric PKM1 and the tetrameric PKM2-FBP.

PKM1/2: Analysis of residues and
domains stability during the MD
simulations

PKM2

The next step investigated the stability between key amino
acids of both PKM isoforms as a marker of the flexibility
of specific domains. To do so, we studied the Root-Mean
Square Fluctuation (RMSF) to quantify the mean deviation
for each residue throughout the simulations by comparison
with their position in the PDB reference. The first immedi-
ate conclusion linked the enzymes’ stability to the oligomer-
ization process. Indeed, in the case of the PKM2 monomer
(see Figure 2A), our results showed an important flexibility
affecting the entirety of the structure. The greatest flexibil-
ity was observed in the B-domain (residues 116-217), where
RMSF values reached higher than 4A, indicating significant
variability. We also observed a large flexibility for three
large regions on the Al-domain (residues 45-115) and on ad-
ditional residues (residues 290-425 and 475-525) that com-
posed a large part of the A2- and C- domains. A structural
stabilization was observed for the dimeric state of PKM2
(see Figure 2B). The A2-domain (residues 290-400) has lost
most of its flexibility with RMSF values centered at 1.5
2A compared to the monomer values that range beyond
3A. However, the dimer retains some variability in the Al
(residues 50-107) and C-domains (residues 400-457 and 470-
531), which limits full enzyme structuring, achieved only in
the apo PKM2 tetramer (see Figure 2C). Here, the Al- and
C-domains residues lost most of their structural variability
compared to the dimeric state. A few conserved pockets ex-
hibiting some flexibilities were found around residues 30-110
and 470-531 that participate in the structure of the active
site and FBP-fixation pocket of PKM2.

Considering its central role in the making of the active site,
it is also important to note that each oligomeric state con-
served an important variability in the B-domain. We then
evaluated the allosteric effect of the fixation of FBP on the
tetrameric PKM2 (see Figure 2D). If our results showed
global RMSF profiles that are extremely close between the
holo and apo systems, local differences were observed. In-
deed, a further stabilization of the FBP fixation pocket was
found at residues 470-531 while a relative flexibility for the
Al (residues 70-110) and B-domains and more precisely for
certain residues located at 75-80 and 115-120 was observed.
These residues correspond to key amino acids involved in
the active site (see green arrows, Figure 2C).
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PKM1

Our results showed a close structural homology between the
PKMI1 tetramer (see Figure 2E) and the PKM2 holo form
bound to FBP, notably in the B-domain. However, some
specific regions remain different. Some couples of residues
(residues 325-335, 390-405, 470-490, 515-525) present a rel-
atively high flexibility (see red arrows, Figure 2E). Alto-
gether, these results gave a full picture of the local struc-
tural effects of the progressive structuring of PKM2 during
the oligomerization process. It confirmed the strong struc-
tural homologies between PKM2-FBP and PKM1.

Structuring of the active site and
oligomerization state of PKM2

PKM2

We next focused on the PKM2 major key reactivity sites
and started by analyzing the active site of the enzyme. To
do so, the distances between key couples of residues defin-
ing structural markers were studied to evaluate the flexi-
bility of the B-domain (by targeting alpha-carbon). No-
tably, we measured the distance between residue 53, be-
longing to the A-domain, and residue 129 belonging to the
B-domain. These two residues are located at the external
part of the active site. They were chosen to characterize
the global motion of the B-domain. To measure the active
site structuring, we monitored the distance between residues
178 and 296 (see Figure S1 in Supplementary infor-
mations) that are localized at the junction between the A-
and B- domains. Simulations showed that the active site
was progressively structured during the PKM2 oligomeriza-
tion process. While the monomeric state (see Figure 3A
and 3F) presented a restricted distance between residues 53
and 129 (around 20.5A), a bimodal distribution of distances
was observed between residues 178 and 296 at 8 and 11 A.
Such a bimodal distribution, presented in Figure 4 for the
monomeric state of PKM2 was present in the other PKM?2
oligomers. Looking at the dimer (see Figure 3B and 3G), we
observed a profile similar to the monomer for the distance
between residues 53 and 129. A different bimodal distri-
bution was observed for the distance between residues 178
and 296 (i.e. at the junction of A- and B- domains) with
values centered at 5 and 7.5A, which indicates a more con-
strained spatial extension of the active site (see Figure S2
in Supplementary informations). Then we finally con-
sidered the PKM2 tetramer in its apo state (i.e. without
its natural ligand, see Figure 3C and 3H). Here, we noticed
a higher distance between residues 53 and 129 coupled to a
distance between residues 178 and 296 of 8-8.5A. Such a re-
sult indicated a higher flexibility of the B-domain that was
linked to a stronger structuring of the active site of PKM2.
This observation aligns with the documented activities of
the various oligomers!'!. When PKM2 was associated with
FBP, i.e. forming the holo state (see Figure 3D and 3I), we
observed a higher distance between residues 53 and 129 com-
pared to the apo state (mean value of 28.2A compared to
24.1A for the apo-PKM2). The distance between residues
178 and 296 was similar to the apo tetramer but with a
slightly narrower distribution centered at 8.25A. This was
in line with the known stability of the PKM2 tetramer when
bound to FBP "],
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Figure 4. Dynamic of the internal part inside the active side of monomeric PKM2. (A) Graphical representation of the distance between residues 178
and 296 for two different frames of the bimodal distribution, (B) Surface model showing the high-distance state (2 11.5A) (C) or the more enclosed one
(~ 8A). Three amino acids before and after residues 178 and 296 are represented to obtain a better surface model.

PKM1

Finally, we characterized the active site in the tetrameric
state of the PKMI protein to establish a comparison with
its PKM2 counterpart (see Figure 3E and 3J). The ob-
served distance profiles were found to be intermediate be-
tween the values observed from the apo and holo-FBP state
of the PKM2 tetramer. Concerning the external part of
the active site, the distance between residues 53 and 129
was lower compared to holo-PKM2 while remaining higher
than the distance measured for apo-PKM2, which indicated
a higher structuring of the PKM]1 active site compared to
free-PKM2. In the same line, the junction at the A-B do-
mains (distance between residues 178 and 296) exhibited a
very similar profile compared to the holo-PKM2 structure
(i.e. mean of 8. 15A vs 8.16A for the free-tetrameric-PKM2
state). Overall, our data showed a net effect of the FBP
allosteric effector on tetramer active site structuring that
appeared relatively similar to the PKM1 isoform.

Structural Dynamics of the FBP-fixation
pocket : Allosteric and Oligomeric
modulations

PKM2

Here, we compared the structuring of the region contain-
ing the FBP-fixation site of PKM2 with the homologous
region in PKM1. The distance between residue 433 and
518 has been studied to evaluate the global flexibility of the
FBP-fixation site since these residues are located at the ex-
trema of the pocket (see Figure S3 in Supplementary
informations). We first compared each possible PKM2
oligomeric states used for our simulations. The results ob-
tained for the monomer (see Figure 5A) showed a highly

variable profile of distances with a large density of struc-
tures centered at 7.5A that were also coupled with a very
large proportion of higher distance at 8.5-13A. This variabil-
ity suggests that the FBP-fixation pocket is not well-formed
or stable in the monomeric state of PKM2. Considering the
PKM2 dimeric form (see Figure 5B), we observed higher dis-
tances compared to the monomeric state. More precisely, a
unique and wide distribution was found with distances rang-
ing from 13 to 21A which was not in favor of an overall well-
structured FBP-fixation pocket. A bimodal distribution for
the distance between amino acids 433 and 518 distance was
observed in the apo PKM2 (see Figure 5C, red and green
boxes), with a more preponderant population of structures
centered at 12.5A (at = 0.2 density) and a second one at
9.5A (at = 0.115 density). This particular distribution is a
signature for the co-existence of two distinet states for the
tetrameric PKM2. For PKM2 bound to FBP, we noticed
a complete inversion of the observed 2-states distribution
compared to the apo-PKM2 state (see Figure 5D). In this
case, a major population of structures was centered around
a mean distance at =~ 8.5A (0.18 density) whereas a sec-
ond population was center at = 7A (= 0.36 density). These
results confirmed that FBP played a major role in the struc-
turing of the FBP fixation pocket.

PKM1

Here we compared the FBP-binding region of PKM2 to its
PKMI1 counterpart. The data obtained from the tetrameric
state of PKMI1 (see Figure 5E) showed a distribution of the
distance between residues 433 and 518, that was centered
at 13.7A, a much higher distance than the one observed in
apo-PKM2 (i.e. at 11.7A) and in holo-FBP PKM2 (i.e. at
8.46A). These data confirmed that the putative allosteric
site in PKM1 did not appear to be structured enough to
have a viable fixation pocket to bound FBP. Examples of the
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Figure 5. Global structuring of the FBP-fixation pocket during PKM2 oligomerization and FBP-docking process and comparison with PKM1 possible
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Figure 6. Dynamic of the FBP-fixation pocket for PKM1 and PKM2. (A) Cartoon model of three frames aligned during simulation of PKM2 bound to
FBP highlighting the three major states at 2 7/9/11A in comparison to (B) two frames obtained from the simulation of free-tetramer of PKM2 (in light pink
and grey, highlighting the two states at ~ 9/13A) and a single state of PKM1 in yellow at ~ 13A.



structural comparison between free and FBP-bound PKM2
and PKMI1 can be seen in Figure 6 and Figures S4 and
S5 of Supplementary informations for surface model.
Those models showed on one hand the open pocket in the
case of the tetrameric state of PKMI1 (with a loop orien-
tated in the external side) but also the importance of FBP
to structure such region in PKM2 since its absence let loose
the regulatory loop necessary for the stability of this pocket.

PKM2 associated with the TEPP-46
pharmacological activator

For our next structural analysis, we studied the structure
dynamics of PKM2 associated with TEPP-46, a pharmaco-
logical activator of PKM2 tetramerization. TEPP-46 binds
at the interface of two monomers through their A-domains
(see Figure S6 in Supplementary informations, red
zone), an interaction pocket different from that of the FBP
(see Figure S6 in Supplementary informations, or-
ange frame). Such differences also impact the stoichiome-
try of TEPP-46 compared to FBP since 4 molecules of FBP
can bind the tetramer of PKM2, and only two molecules of
TEPP-46 can bind it at the same time. First, the RMSF
data (see Figure 7A) gave a similar profile to the one ob-
served for PKM2-FBP with minor local differences (residues
390-405 and 470-490), that were located in the areas of inter-
action with TEPP-46 and in some residues for FBP-fixation
pocket respectively. As for the studies of PKM2 tetramers,
the B-domain (residues 116-217) retained the same flexibil-
ity profile as the one observed in the presence of FBP. To
gain additional structural information, we studied in more
detail the active site of PKM2 (see Figure 7B). For the dis-
tance between residues 53 and 129, similarities were noted
between PKM2 bound to FBP and PKM2 linked to TEPP-
46. The data showed that the distance at the A-B junction
(residues 178 and 296) was very similar to the one observed
when PKM2 was linked to FBP. Conversely, the fixation of
TEPP-46 had an opposite effect on the movement of the
B-domain. Indeed, the distance between amino acids 53
and 129 was reduced and exhibited a bimodal profile at 12
and 19A indicative of a closed proximity between the B-
and the A- domain. Altogether, this was consistent with an
improved enzymatic activity for TEPP-46 bound to PKM2
compared to PKM2 tetrameric-free state. Finally, the struc-
tural analysis of the FBP-pocket for the PKM2 tetrameric
state bound to TEPP-46 (see Figure 7C) showed that the
distance between residues 433 and 518 was extremely close
(i.e. centered at = 7.5A) compared to the one present in
the FBP-PKM2 structure. However, in the case of PKM2
bounded to TEPP-46, no ligand was localized in this space
since the TEPP-46 fixation pocket is located in a different
region of PKM2.

All the important site for PKM2 are presented in Figure
S9 at Supplementary informations, with further struc-
tural view on TEPP-46 fixation site with a small difference
between PKMI1 and PKM2 even with common residues.
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Comparative analysis of druggability:
searching for PKM2-specific cryptic
pockets

We used the dynamic models built previously to identify
new cryptic pockets, i.e. three-dimensional structures that
are generally hidden or partially accessible and could be tar-
geted by new pharmacological modulators. Given its impor-
tance in tumor pathologies, we wanted to identify pockets
specific to the tetrameric form of PKM2. We first searched
for these pockets using the crystallographic structures of
the PKMI1 tetramer (3SRF) and the FBP-bound PKM2
tetramer (3SRD). The search was conducted using DoGSite
Scorer software, an automated pocket detection and deserip-
tor calculation tool!®®!. 63 and 50 pockets were detected
for PKM1 and PKM2 respectively. Several known pockets
were found: the active site, the binding pocket for regula-
tory amino acids (Ser, Phe), the FBP binding pocket and
the TEPP-46 binding site (Figure 8). After eliminating the
pockets common to PKM1 and PKM2, 15 and 13 pockets
were retained for PKM1 (called M1-X, with X represent-
ing the pocket number in the DoGSite Scorer software) and
PKM2 (M2-X) respectively. These pockets, identified in
the crystallographic structures, are used as a reference for
the remainder of this analysis. For each tetramer, PKM1
and PKM2-FBP, 8 structures derived from molecular sim-
ulations (Tinker-HP) were randomly selected and analyzed
by DoGSite Scorer. The identified pockets were then com-
pared with the reference pockets. The comparison is made
by analyzing the residues of all pockets and assigning them
to the reference pocket with the most common number of
overlapping residues. This pocket overlap criterion is based
on a maximum number of common residues, set at 5, but
also on the addition of an overlap ratio value corresponding
to the ratio between this maximum number of residues and
the total number of residues corresponding to the predicted
pocket, set at 0.25 (i.e. less than 25% total sequence iden-
tity). These pockets were named in the same way as the
reference pockets T _MI1-X or T M2-X, (T corresponding
to the structures derived from Tinker-HP molecular simula-
tions). The results of this analysis are shown in figure 9. The
known pockets - active site and amino acid binding sites,
FBP and TEPP-46 - were detected in all sampled struc-
tures. It should be noted that the presumed FBP binding
pocket on PKMI1 was found in all the structures sampled,
even though previous results suggest that it is not func-
tional. The different pockets detected from the two initial
crystal structures, are detected either (1) in a large num-
ber of the sampled structures (i.e. 'M2-0’, 'M2-2’, "M1-0’
or 'M1-33" ), or (2) in a few of them, such as 'M2-37’ or
'M1-55". This diversity validates the use of molecular sim-
ulations with adaptive sampling, but it should be pointed
out that none of these initial pockets containing residues
specific to PKM1 and PKM2 exons is isoform-specific. This
strategy identified 11 new cryptic relatives on PKM2. Two
pockets are of particular interest (T _M2-8' and 'T _M2-
11') as they are specific to the PKM2 tetramer bound to
FBP. The 'T_M2-8 pocket occupies an average volume of
174 A® associated with an average druggability score of 0.37
to 0.45 (based on pocket volume, hydrophobicity and acces-
sibility) according to analyses performed with DogSite (see
Figure S7 in Supplementary informations). Pocket
"T_M2-11" occupies a volume of 126 A® with a druggability
score of 0.25. Two other pockets, "T M2-3" and "T _M2-
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Figure 7. Structural data associated to the TEPP-46 fixation on a tetrameric PKM2. (A) Graphical representation of the RMSF analysis, (B) kernel
density of the distance between residues 53 and 128 (in the active site) and (C) distance between residues 433 and 518 (localized at the FBP-allosteric pocket)
for different tetrameric state of PKM2 with or without natural or pharmacological effectors.

Figure 8. Representation of the major pocket locations on the 3SRF PKM1. One chain (in the left) and the tetrameric state (in the right) are both
represented with their similar pockets except the TEPP-46 pocket in the case of the tetramer which is contained in a bigger pocket. Active site, FBP and
amino acid fixation pocket are represented in red, blue and orange respectively in the case of the tetrameric representation.




10" were also more frequently detected for PKM2-FBP at 2
and 7 detections respectively. But they appear to be less
specific, each detected on a single PKM1 structure (at an
overlap ratio of 0.38 and 0.41 respectively). Nevertheless,
their average volume and druggability score are indicated
by their interest, particularly for 'T_M2-10" (see Figure
S8 in Supplementary informations). Three of these
pockets (not T M2-10") are located at a crossroads be-
tween two chains of the PKM2 tetrameric structure. Fur-
thermore, pockets "T _M2-3" and T _M2-11’ contain certain
residues that appear to be involved in close interactions be-
tween chains within the tetramer, which could suggest that
they are involved in the structuring of the PKM2 tetramer.

M2-0 4
M2-1

M2-2
M2-3 =
M2-8 -

' =] !

2 . = b
MZ:l& - .-

M2-23 =)

M2-24 b

w26 D |

M2-37 4

M2-38 1

II

I ‘

i

X

- ‘

h

-

M2-21
248 =
l.--;

M1 -
M1-2 —4
M1-3 -

1

M1-10

M1-15
M1-17
M1-23
M1-24 -
M1-26
M1-27

M1-0 -
i

[

Thza J
T_M24 -.--
=

:
T_M2S S N
T_M2-10

&
&
5

J%O i

PKM1 PKM2

Figure 9. Schematic representation of a sampling of pockets detected
with DoGSite. The pockets were detected from the 3SRF (PKM1) and
3SRD structures (PKM2) (in grey) associated with 8 structures extracted
from Tinker-HP simulations of both conditions (blue /orange for PKM1/PKM2
respectively. The green rectangle highlights the pockets only detected with
PKM2.

Discussion

We first compared the different oligomerization states of
PKM2, ranging from monomer to tetramer and revealed
an increasing stabilization of the protein in relation with
higher oligomerization. We observed an increase in the
linear correlation between RMSD and RG, culminating in
the tetrameric holo form. Such a correlation is therefore a
good marker of a conformational transition that allows to
maximize the structuring of PKM2. These results are par-
tially validated by the experimental data of Ponnusamy *°!
that provided RG and RMSD results on a PDB structure
of PKM2 that is similar to our simulations monomer data.
Overall, our results clearly correlate with the experimentally
observed differences in enzymatic activity!*'!. The dimeric
form is less active whereas the tetrameric form of PKM2
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exhibits a higher affinity for its PEP substrate and a bet-

ter enzymatic activity. This enhanced activity across states

strongly correlates with the progressive structuring of the

active site. Additional information can be found directly

by studying the evolution of the RMSF profiles: starting

from an extremely variable monomeric state, the dimer sta-

bilized itself while the tetrameric form of PKM2 bound to

FBP exhibits the highest level of structuring. Nevertheless,

the B-domain (residues 116-217) still shows a high flexibil-

ity for each oligomeric state. This flexibility is reduced in

the tetramer compared to the dimer, potentially explaining

the higher substrate affinity observed in the tetramer!®?!.

Further analysis of distances at key residues of the active

site (53-129 and 178-296) supports this hypothesis. Indeed,

the bimodal and more narrow value at the inside part of the

active site of the dimeric form is extremely different from its

tetramer counterpart. In the same line, the dynamically un-

stable internal junction at the active site of the monomer,

which confirms the experimental data from Guo et al*3l

who showed reduced enzymatic activity of the monomeric
state. To conclude this discussion on the oligomeric forms of
PKM2, it is important to look at the amino acids localized
at the FBP-fixation pocket. While the monomer and dimer
exhibit large structural pocket variations preventing it from
any activity, the tetramer exhibits a bimodal distribution of
the structures of the FBP-fixation pocket. This is observed
for the free-tetramer where the reference Gly518 residue,

which is chosen for the distance measurement, is localized in
a well-known regulation-loop which has been experimentally
shown to be highly flexible!*!l. Such flexibility is related
to interactions of close amino acids including Trp515 and
Arg516 that are implicated in the regulation of PKM2 being
able to generate a less active tetramer known as the T-state
and an alternative and more active form, the R-state. For
the T-state, this loop is externalized from the FBP-fixation
pocket and can form hydrogen bonds with the other chain
nearby. This is also illustrated by our simulations where
we showed higher distances between residues 433 and 518.
On the opposite, for the R-state, the hydrogen bonds are
lost since the loop that includes Gly518 is getting closer to
the FBP fixation pocket exhibiting closer distances within
the simulation. This is in agreement with previous struc-
tural data that compared different isoforms of PK where the
rabbit structure of PKMI1 do not possess a regulatory loop
correctly orientated, thus blocking the fixation of FBP!'®],
The two states observed for the tetramer in the simulations
are consistent with the experimentally observed equilibrium
between the two states of the tetramer PKM2, namely the
R and T states®. Taking into account every aspect of
this comparison, our study provides good insight into the
progressive structuring of PKM2 during the oligomerization
process. In line with biological datal®®! our results con-
firm its link with the overall enzyme activity as the PKM2
oligomerization and this structuring, having a particularly
important function in the case of dimer/tetramer balance,
could have implications in physiological cellular metabolism
but also in the context of cancer. Indeed, It is important
to remember that the predominance of the dimeric state of
PKM2 in tumor cells is correlated with reduced enzymatic
activity compared to tetramer but also the gain of nuclear
functions by its possible transport in the nucleus, which pro-
motes the accumulation of glycolysis metabolites, the use of
alternate biosynthetic pathways but also the control of dif-
ferent genes for tumor development!*®!,
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The second insight from our study is linked to the role
of the natural FBP ligand in the structural regulation of
PKM2 key pockets. First, the RMSD/RG profiles between
the PKM2 apo and holo states exhibit a strong linear cor-
relation in the holo-PKM2 condition. This is linked to the
significant structuring effect of FBP on the tetramer which
is confirmed by RMSF data. If they show very similar global
profiles between both states, the holo state of PKM2 is nev-
ertheless further stabilized in the C-terminal part of the
protein that contains key residues for the fixation of FBP.
It is important to note that even if FBP is docked into the
PKM2 tetramer, the B-domain conserves its flexibility, espe-
cially in some small regions (Asn75, His78, Asp113, Thr114
and Argl20) implicated in the structuring of the active site.
Such differences could explain the improved substrate ac-
cessibility for the active site through the allosteric effect of
FBP. This is consistent with some previous theoretical re-
sults obtained on shorter molecular dynamics simulations
on only one chain of two tetrameric crystal structures!®7,
The distance analysis of residues 53-129/178-296 localized
at the active site validates this assumption. Overall, our
results confirm that the fixation of FBP is important to
maximize the structuring of the PKM2 active site thus al-
lowing better enzymatic activity. Concerning the analysis of
the FBP-fixation pocket itself, our results show the bimodal
state of the tetramer PKM2 which reflects the existence of
two different states, the T- and R- states. In the case of the
holo-FBP form of PKM2, the residues that are constitutive
of this pocket are less distant than in the apo state, an in-
dication of structuring. Our results confirm previous works
of Morgan and al.l'°! concerning the effect of FBP on the
R/T equilibrium of tetrameric PKM2 in human and para-
sites®®]. This is further validated thanks to our modeling of
a tetrameric state bound to the TEPP-46 pharmacological
activator that is reminiscent of the one obtained with FBP.
This is in line with biological data!"l. Nevertheless, it is
important to point out that the fixation region of TEPP-46
is localized in a different pocket than FBP inside the PKM2
structure and this could be a reason why the B-domain is
more rigid in this case. However, TEPP-46 binding is still
able to induce a good structuring of the active site thanks
to a stable binding after adding it to the structure. Inter-
estingly, having a profile of the FBP-fixation pocket close
to the PKM2+FBP condition even in the absence of FBP
could explain the "FBP-like effect" of TEPP46 observed in
the biological data!*®!. It is even more interesting since the
stoichiometry of both compounds diverges by a factor of 2
with only two maximum pockets that can exist for TEPP-
46 and 4 in the case of the natural allosteric ligand FBP, a
plausible indication of a higher binding affinity of TEPP-46
compared to FBP.

Lastly, we also performed an initial characterization of the
tetrameric state of PKM1, which is less well-described in the
structural literature compared to PKM2. Our RMSD/RG

analysis reveals the proximity of PKMI to its PKM2 tetrameric

counterpart, with or without FBP. PKM1 exhibits a pro-
file that is intermediate between the holo and apo forms
of PKM2. This is consistent with the fact that PKMI1 is
known to be a constitutively tetrameric protein that pos-
sesses enzymatic activity similar to that of FBP-PKM2!3%!,
Our RMSF data reveal the relative similarity of PKMI1 to
holo-PKM2, particularly in the B-domain and small key
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amino acids related to the active site. Nevertheless, some
regions of PKM1 show higher RMSF flexibility compared to
holo-PKM2. The first small region, more flexible in PKM1
compared to PKM2, is located at key residues 325-335 and
includes the amino acid Thr328, which is implicated in the
structuring of the PKM1/2 active site. Secondly, regions
located at residues 470-490 and 515-525 both contain key
amino acids involved in structuring the PKM2 FBP-fixation
pocket, where their flexibility is reduced. One hypothesis is
that these unstable regions present in our PKM1 simulations
could obstruct the formation of an effective FBP-pocket.
Currently, no structural or experimental data support the
effect of FBP on PKM]1, except for some fixed data of the
regulatory loop on an initial crystal structure comparing
the FBP-fixation pockets of PKM1 and PKM2 obtained by
Dombrauckas et al.!'®!. The last small region, located at
residues 390-405, is specific to PKMI since it is encoded by
two different exons in PKM1 and PKM2. This result is sur-
prising yet coherent since this region contains less flexible
residues in the PKM2-specific exon (i.e., Tyr390, GIn393,
and Leu394) that participate in the binding of known acti-
vators of PKM2 such as TEPP-46 and DASA-58/°. One
hypothesis could be that the relative instability of this key
region is one of the reasons it is targeted in PKM2 but not
in PKM1. To investigate the PKMI active site, we stud-
ied the distance between amino acids present in both PKM
isoforms. Our study aligns with biological data indicating
that PKM1 is an active enzyme with a structured active site
and where its B-domain maintains relative flexibility. This
is consistent with results obtained for PKM2, as no exon-
specific residues are implicated in the structuring of the ac-
tive sites of both proteins!*®/. Moreover, there is the ques-
tion of the existence (or absence) of the FBP-fixation pocket
in PKMI1, since no experimental data have shown any direct
allosteric effects of FBP on PKM1. Our results lend fur-
ther support to this hypothesis, as distances for the PKM1
tetrameric state are much greater than those in the PKM2
state bound to FBP. Unlike PKM2, which can exist in apo
and holo-FBP states with two possible conformations, this
is not the case for PKM1. The distribution of distances
indicates a lack of stable structuring of a putative FBP-
binding pocket in this region of PKM1. This data allows us
to correlate the absence of an allosteric effect in PKMI1 with
the absence of an “allosteric pocket,” linked to exon-specific
residues that are absent in the PKM1 isoform!®. The pro-
duction of such precise models for both isoforms was crucial
in helping us identify new cryptic pockets specific to PKM2
with potential for further drug design. Here, we discovered
two new pockets that could impact the equilibrium between
the T and R states of PKM2, one of which contains Cys423,
close to its neighbor Cys424, implicated in the tetrameriza-
tion of PKM2#!1. The other pocket, "T _M2-11’, contains
Trp515, located in the regulatory loop previously shown in
this study to be implicated in the FBP-fixation pocket. The
identification of these pockets a promising indication of the
need for a molecular dynamics approach. This approach
encompasses a wide array of possible structures and is con-
sequently not limited to crystallographic data, which only
provide structural information at a specific time and may
not represent the prevalent structural state of such a system
imn vitro.



Conclusion

High-resolution ps-scale molecular dynamics simulations were
performed on both PKMI1 and PKM2 enzymes using atom-
istic models. Whereas PKM1 is only expressed as an ac-
tive tetramer, PKM2 models range from a monomer to a
tetramer isoform. Such models allowed for an extensive
study of the regulation of key domains such as the active
site and the FBP allosteric pocket. First, at a global level,
the PKM2 oligomerization process, which ranges from the
monomer to the tetramer, shows progressive structuring
while maintaining some flexibility in its B-domain, which
is intimately linked to the structuring of the active site.
Our results clearly highlight the superior structuring of the
PKM2 tetramer state compared to its monomer and dimer
counterparts. In addition, the PKMI1 global structural pro-
file presents strong homology with the PKM2 tetramer bound
to FBP, despite the observation of small regions exhibiting
higher flexibility. This is confirmed by strong structural
similarities in the active site region. Moving then to the
FBP-fixation pocket, and as one might expect, the latter is
strongly influenced by the structuring presence of the FBP
ligand. Indeed, the binding of FBP tends to select the most
active R-state, which exhibits the most structured active
site among the two states equilibrium of this pocket when
FBP is not present inside the tetramer. In parallel, the pu-
tative PKM1 FBP-fixation pocket tends to possess a larger
volume compared to the FBP-pocket of PKM2, thus indi-
cating an absence of FBP fixation while still conserving a
structured active site in agreement with biological data.

These new findings on the specificity and structure of each
known oligomeric form of the PKM1/2 isoforms add further
knowledge in the perspective of finding new molecules to
modulate the enzymatic activity of the PKM enzyme. In-
deed, such findings would be innovative in cancer therapy
and also in the case of viral infections since PKM2 has been
shown to participate positively in viral replication in Hu-
man Immunodeficiency Virus (HIV) 2! and the pro-tumoral
Epstein-Barr virus (EBV) 431 Only a small portion of lig-
ands targeting PKM2, like the synthetic activator TEPP-46,
has been tested in mouse models. Nevertheless, according
to an initial study by Jiang et al.**] no advanced clinical
trials are ongoing to our knowledge. However, some infor-
mation is available concerning its low clearance, good oral
bioavailability, and effects on tumor growth in preclinical
phases!'?l.  Thus, further structural characterization and
the discovery of new druggable pockets targeting PKM2
are of interest. In this context, different strategies to tar-
get PKM2 are possible from the models we obtained in our
study. These could be divided into three paths: targeting
the FBP allosteric pocket, the TEPP interaction site, and
other regions implicated in the tetramerization of PKM2.
All these strategies converge towards a single goal: stabi-
lizing the tetrameric state of PKM2, since the dimer has
a positive effect on viral/tumor progression. To determine
compounds that could target these key sites, different pre-
dictive software can be used, either by defining every pos-
sible site with their druggability score as used in our study
with DogSite!?”!, or by manually defining the position of
the pocket to target with scripts like POVME M5, It would
also be interesting to compare the validity of such pock-
ets with new types of predictive software like AlphaFold, as
well as with known experimental data. Using a database of
interest, virtual screening with software like AutoDock !
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would allow the selection of the best candidates that inter-
act specifically with PKM2 and not PKM1. This first batch
of molecules can then be used in an experimental trial in the
perspective of finding antiviral and antitumoral drugs. Such
a process goes through an in vitro model carefully chosen
for tumoral progression (HeLa cell line, USTMG glioblas-
toma cell line) or viral infection (Akata for EBV, Huh-7 for
Hepatitis B) to characterize the impact of each candidate is-
sued from the virtual sereening. Molecular optimization can
be used before the transition to an in vivo model to further
enhance the protein-ligand interaction and validate it in the
cellular model. Further validation in vivo, for example, in a
mouse model of xenografts like glioblastoma that expresses
high levels of PKM2, is necessary to continue this valida-
tion process. The results obtained in such models could
contribute to the design of clinical trials for the selection of

new PKM2-specific ligands.

Parallel to this screening, several perspectives of MD are
possible to further improve the fidelity of biological sys-
tems. Recent work by Jaffrelot Inizan et al.'*"] resulted in
a new module of Tinker-HP, named Deep-HP, that allows
a better capture of intramolecular interactions with the sol-
vent and also within the solute itself, compared to using
the AMOEBA model alone. Another key element is the pH
used in our study, defined by biological and enzymatic data
in the context of cancer. Since bonds are intrinsically linked
to this parameter, other structural research at significantly
divergent pH levels would need to reiterate the MD process
to consider the possible structural divergence caused by this
difference in residue protonation. Thus, future research fo-
cusing on the structural dynamics of PKM isoforms will
need to concentrate on these aspects but also on selecting
other possible simulation conditions, such as one involving
PKM1 with FBP, to validate the absence of an allosteric ef-
fect while characterizing key residues involved in bonds for
the transition between dimer and tetramer of PKM2.

Experimental
PDB Entries

The PKMI system was constructed based on its apo tetra-
meric conformation obtained from the PDB entry 3SRF.
We only considered this specific structure since it represents
the only known active form of this enzyme. In contrast,
PKM2 exhibits a broader range of oligomeric states. Conse-
quently, we considered three initial systems for PKM2: the
monomeric (PDB: 1ZJH), dimeric (PDB: 6B6U "), and
tetrameric (PDB: 3SRH) conformations, all in their apo
states. To further investigate the impact of non—covalent
interactions of the tetrameric PKM2 with various ligands,
we also considered two holo forms of PKM2, associated with
1,6-di-O-phosphono-beta-D—fructofuranose (referred to as
FBP, PDB: 3SRD) and TEPP-46 (PDB: 3U2Z!*"!), respec-
tively.

Preparation of the Systems

We selected six distinet systems, five corresponding to PK-
M2 and one to PKMI1. For each of them, we removed all
non—amino acid elements, retaining only ions, crystal wa-
ters, and for the two holo forms, their respective ligands.
Subsequently, we prepared these six systems for molecular



dynamies (MD) simulations using the polarizable force field
AMOEBABIO184%%  While parameters for amino acids
as well as water and ions were readily available, standard
parameters for accurately describing the dynamics of FBP
and TEPP-46 ligands were not present in the literature.
Thus, we generated them following the pipeline developed
by Ren and al.®!! and employed the Poltype software!52.
We ensured that the generated parameters provided sta-
ble MD simulations of each ligand by conducting short MD
simulations in a water box. Once we assigned AMOEBA
parameters to each molecule, we solvated each system in
various cubic water boxes (100A x 100A x 100A for the
monomer, 130A x 130A x 130A for the dimer, and 160A x
160A x 160A for the tetramers). Subsequently, we added
KT and CI~ ions until reaching physiological pH, known to
be optimal for PKM2 in the context of cancer cells!®?.

Conventional Molecular Dynamics

All MD simulations were performed using the Tinker-HP
GPU software!?®>4 Initially, each system underwent en-
ergy minimization using the L-BFGS algorithm with a Root
Mean Square (RMS) threshold of 1 keal/mol. Subsequently,
the systems were gradually heated until equilibration was
achieved. This was followed by 5 ns of NVT (canonical en-
semble) simulations at 300K, using the BAOAB-RESPAL
integrator®® with a timestep of 10 fs, and coupled with
Hydrogen-Mass Repartitioning (HMR) *°!. The Ewald cut-
off parameter was set to 7A for Particle Mesh Ewald!®", and
the van der Waals cutoff was set to a value of 9A. A con-
vergence criterion of 10™° was used for the self-consistent
computations of the multipoles. These parameters remained
consistent across all subsequent simulations. To further
equilibrate the density, we conducted 5 ns of simulations
in NPT (isothermal-isobaric ensemble), employing the same
thermostat and temperature settings as before. Addition-
ally, we used the Monte-Carlo barostat!®™! to regulate the
pressure at 1 Atmosphere. The last frame of each dynamic
was taken as the starting point of the production stage, pre-
sented in the next section.

Adaptive Sampling Simulations

The primary goal of this study was to capture the largest
number of accessible conformations for each active confor-
mation of PKM systems. To achieve this, we employed an
enhanced sampling technique known as Adaptive Sampling
(AS)!1®! which maximizes the exploration of rarely visited
regions on the free energy surface associated to representa-
tive collective variables obtained through an unsupervised
procedure. A notable advantage of this method lies in its
unsupervised aspects, making it particularly versatile for
studying diverse systems without a strong prior knowledge.
AS studies were conducted for each of our six systems using
the following pipeline.

An initial pool of structures was generated by running
a 20 ns NPT simulation. Dimensionality reduction was
then performed on all generated structures by computing
the Principal Component Analysis (PCA) components us-
ing the sklearn library from Python®®). Subsequently, the
structures were projected into a four-dimensional space us-
ing the first four PCA components, as they were found to
capture over 90% of the structural diversity.

Following this initial phase, a series of 11 iterations was
conducted. In each iteration, 10 structures were selected
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based on the same density law criterion used by Jaffrelot
and al.'*! who demonstrated robustness in sampling for
poorly visited regions. Subsequently, 9 ns of NPT simu-
lations were performed on these 10 selected structures, re-
sulting in a cumulative simulation time of 90 ns per AS
iteration. The resulting structures were then added to the
pool of conformations, and the process of structure selection
was repeated until convergence in the conformational search
was achieved.

By conducting 11 iterations, in addition to the initial 20
ns NPT simulation, the study ultimately provided a total
simulation time of 1.01 us per system, amounting to a cumu-
lative simulation time of 6.06 ps for the entire study. The en-
tire post—processing analysis were done using Python script
with MDTraj ", Numpy ®?!, Scikit-Learn®”!, Scipy 1**! pack-
ages. Further graphical representations were done with Mat-
plotlib ¢4
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Supplementary Figures

Asdomain

Figure S1: Structural representation of the active site of PKM2. Cartoon model
representing a single monomer of the PKM2 tetramer (green) associated with FBP. Here, the
two couple of residues P53 to T129 (between regions A and B) and D178 to D296
(close to the A-B junction at the base of region B) are highlighted respectively in
blue and pink squares to characterize their importance in the overall structural dynamics
occurring at the active site of the protein, which is localized between the Al (right side) and
B-domains (left-side).



Figure S2: Dynamic of the internal part of the active side of dimeric PKM2.
(A) Graphical representation of the distance between residues 178 and 296 for two different
frames of the bimodal distribution, (B) Surface model showing the low-distance state (~ SA)

(C) or the largest one (=~ 7.5A). Three amino acids before and after residues 178 and 296
are represented.



SERA34

Figure S3: Structural representation of the FBP-binding site of PKM isoforms.
Cartoon model of the FBP-binding site and comparison between PKM1 (in blue) and PKM?2
(in green) in presence of FBP (in red). Important sites are colored to highlight their im-
portance in the binding of FBP: the red square represents a regulatory loop and the violet
square the residue 433 (Lys for PKM2 and Glu for PKM1). Further below are represented
the binding environment of FBP with the corresponding PKM2 residues from the PDB crys-
tal structure.
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Figure S3: Structural representation of the FBP-binding site of PKM isoforms.
Cartoon model of the FBP-binding site and comparison between PKM1 (in blue) and PKM?2
(in green) in presence of FBP (in red). Important sites are colored to highlight their im-
portance in the binding of FBP: the red square represents a regulatory loop and the violet
square the residue 433 (Lys for PKM2 and Glu for PKM1). Further below are represented
the binding environment of FBP with the corresponding PKM2 residues from the PDB crys-
tal structure.



Figure S6: Structural representation of the TEPP-46 fixation site on PKM2. Car-
toon model of PKM2. The red frame indicates the TEPP-46 binding regions. The white
frame indicates the FBP binding regions. Several residues that interact with TEPP-46 are
shown in surface format and are colored in red. Further below are represented the binding
environment of TEPP-46 with the corresponding PKM?2 residues in the PDB crystal struc-
ture.
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Figure S7: Boxplot of DrugScore distribution for each new pockets obtained by
structural sampling. The new pockets were found from the selection of some structures
from the molecular dynamics of PKM1 (M1-X) or PKM2 (M2-X) that weren’t found on the
initial structures 3SRF (tetrameric cristal of PKM1) and 3SRD (tetrameric state of PKM2
bound to FBP).
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Figure S8: Structures and volumes of potential new pockets specific for PKM2
determined by a small sampling of the Tinker-HP simulations. The residues impli-
cated in pockets structures are shown on the left panel in red, green, orange and pink with
structural visualization on the initial crystal structure. The volumes of each cavity is shown
on the right panel with a box-plot representation.
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Figure S9: Global view of each PKM enzymes with their major site. (A) Surface
model of PKM2 (left side) and PKM1 (right side) associated with key residues corresponding
to region structuring the FBP site (light blue (PKM2) and green (PKM1)), TEPP site
(light green (PKM2) and red (PKM1)) and the catalytic site (light red (PKM2) and yellow
(PKM1)). Water molecules localized at 9A or less are represented in CPK model. (B)
Detailed surface model of the residues implicated in FBP fixation for PKM2 (left) and same
view for PKM1. The red arrow corresponds to the distance between residues 433 and 518.
(C) Surface model of the residues interacting with TEPP-46 for the comparison between
PKM2 (light green) and PKM1 (red). One major difference is localized at residue 26 for
PKM1 with a more closed pocket compared to PKM2 (black circle).






Conclusion et perspectives
Rappel de la problématique initiale

Ce projet de these vise a caractériser sur le plan structural les isoformes M1/M2 de la
protéine Pyruvate Kinase (PKM1/PKM2). Cet objectif se base en effet sur des recherches
biologiques sur PKMZ2 et sur le réle que pourrait jouer cette enzyme a la fois dans le cancer
et la réplication des virus. Il s’agit notamment de générer des informations structurales qui
pourraient orienter des nouvelles stratégies afin d’identifier des modulateurs
pharmacologiques ciblant PKM2. Nous avons pu décrire la dynamique structurale de chacun
des états oligomériques de PKM2 et les comparer a la forme stable, tétramérique, de PKML.
De plus, une analyse plus ciblée de poches importantes dans la fonction et la dynamique de
ces protéines a été réalisée notamment le site actif et la région de fixation du FBP, ligand
naturel de PKM2. L’ensemble de nos données a permis de proposer des modeles innovants a
haute résolution de ces deux protéines PKM1/PKM2 par utilisation du champ de forces
polarisable AMOEBA.

Méthodologie et spécificité de notre démarche

Notre choix s’est porté sur 1’utilisation du champ de forces polarisable AMOEBA avec
I’addition d’un outil d’échantillonnage adaptatif pour préparer puis simuler les différents états
de PKM1/PKM2. Ce processus permet de générer une représentation la plus fidéle possible
des différentes interactions au sein du systéme (électrostatiques, liaisons...) combiné a une
méthodologie d’échantillonnage permettant d’amplifier ’exploration de son espace
énergétique et conformationnel. De plus, I’impact de la prise en compte de 1’énergie de
polarisation dans les simulations a travers 1’utilisation du champs de forces polarisable
AMOEBA permet d’affiner la précision des simulations moléculaires, en accord avec les
résultats précédents obtenus sur la caracterisation de la protéase du COVID-19 ou les
simulations s’étaient montrés prédictives comparées aux données biologiques collectées sur
cette protéine?. Les paramétrisations AMOEBA de plusieurs ligands spécifiques a PKM2
tels que le FBP et le TEPP-46 ont été effectuées a 1’aide du programme Poltype. En effet, la
paramétrisation des ligands est une étape majeure pour s’assurer de la bonne structure et de
I’équilibre de ces petits composés pendant la simulation. La stratégie d’échantillonnage

adaptatif utilisée afin d’étendre 1’exploration conformationnelle de nos simulations se base
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sur I’exploitation d’un certain nombre de structures issues des précédentes dynamiques
réalisées en privilégiant les régions les moins. Cette approche permet de genérer de nouvelles
structures servant de points initiaux pour de nouvelles itérations de simulations de dynamique
moléculaire AMOEBA. Un tel protocole a I’avantage de se rapprocher en matiere de temps
de simulation de la réalité biologique des protéines notamment en termes d’interaction ligand-
protéine mais aussi de variations conformationnelles et énergétiques au cours de la

dynamique.

Discussion et comparaison aux recherches structurales et biologiques analogues

En premier lieu, une comparaison des différents conforméres possibles de PKM2,
allant du monomeére au tétramere, a révélé une stabilisation croissante de la protéine en lien
avec I’augmentation de son oligomérisation. Une augmentation de la corrélation linéaire entre
RMSD et RG est observeée et culmine avec la forme tétramérique holo. Une telle corrélation
est ainsi un bon marqueur d'une transition conformationnelle qui permet de maximiser la
structuration de la protéine PKM2. Ces résultats sont partiellement confirmés par les données
expérimentales de Ponnusamy et al.3*? qui ont fourni des résultats RG et RMSD sur une
structure PDB de PKM2 proche de nos simulations. Dans I'ensemble, nos résultats sont en
adéquation avec les différences observées expérimentalement dans l'activité enzymatique.
L'état dimérique est moins actif alors que la forme tétramérique de PKM2 présente une plus
grande affinité pour son substrat PEP ainsi qu’une meilleure activité enzymatique. Cette
augmentation d'activité entre chaque état est fortement liée a la structuration
conformationnelle du site actif de PKM2. Des informations supplémentaires peuvent étre
trouvées directement en étudiant les évolutions des données RMSF : partant d'un état
monomérique extrémement flexible, le dimére se voit stabiliser tandis que la forme
tétramérique de PKM2 sous sa forme holo-FBP présente le plus haut degré de structuration.
Néanmoins, le domaine B (résidus 116-217), qui participe a la structuration du site catalytique
de PKM2, montre encore une grande flexibilité pour chaque état oligomérique. Cette
flexibilité est néanmoins plus faible pour le tétramere que pour le dimere et pourrait expliquer
la différence d'affinité avec son substrat, en faveur de la forme tétramérique selon des études
d’activités enzymatiques précédentes de Xie et al. montrant une capacité glycolytique plus
forte du tétramere pour métaboliser rapidement le PEP et réduire I’accumulation en

métabolites®*®. Une analyse approfondie des distances entre les résidus clés du site actif
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(résidus 53 et 129 puis 178 et 296) valide cette hypothése. En effet, la distribution bimodale
et plus étroite de la distance entre les résidus a l'intérieur du site actif de la forme dimérique
est significativement différente de son homologue tétramérique. Dans le méme ordre d'idée
la jonction interne extrémement instable, située au niveau du site actif, du monomeére
confirme les données expérimentales de I'étude de Guo et al.*** qui ont montré une activité
enzymatique réduite de I'état monomérique contrairement au tétramere. Pour conclure cette
discussion sur les formes oligomériques de PKM2, il est crucial d’examiner les résidus situés
dans la poche de fixation du FBP. Alors que le monomeére et le dimére montrent de grandes
variations structurelles de la poche génant une possible activité de fixation, le tétrameére
présente une distribution bimodale des structures de la poche de fixation FBP. Ceci est
observé pour le tetramere libre ou le résidu de référence Gly518, qui est choisi pour la mesure
de la distance avec la Lys433, est localisé dans une boucle de régulation bien connue, aussi
appelée motif d’activation du FBP, qui s'est avérée structuralement trés flexible®®. Cette
flexibilité est liée aux interactions des acides aminés proches, y compris Trp515 et Arg516,
qui sont impliqués dans la régulation de la PKM2, pouvant générer un tétramére moins actif
(I'état T) et une forme alternative plus active (I'état R). Pour I'état T, cette boucle est
externalisée de la poche de fixation du FBP et est capable de former des liaisons hydrogenes
avec l'autre chaine a proximité. Ceci est illustré dans nos simulations, ou I’on note une
distance plus élevée entre les résidus 433 et 518. A l'inverse, pour I'état R, les liaisons
hydrogénes sont perdues car la boucle qui inclut Gly518 se rapproche de la poche de fixation
du FBP, ce qui entraine des distances plus faibles dans la simulation. Ceci est en accord avec
les analyses structurales précédentes comparant différentes isoformes de PK et indiquant que
la structure PKML1 du lapin étudiée posséde une boucle qui n’est pas orientée vers la poche
de fixation, bloquant ainsi la fixation du FBP*. Les deux états observés pour le tétramére
dans les simulations sont donc cohérents avec les données de I'équilibre observé
expérimentalement entre les deux états du tétramére PKM2, a savoir les états R et T34 En
regroupant chaque aspect de cette comparaison, nos résultats confirment que I'oligomérisation
de PKM2 a un role dans la structuration du site actif. Cette structuration ayant une fonction
particulicrement importante dans le cas de 1’équilibre dimére/tétramere, il pourrait y avoir des
implications dans le métabolisme cellulaire physiologique mais aussi dans le contexte du
cancer’. En effet, il est important de rappeler que la prédominance de I'état dimérique de la

PKM2 dans les cellules tumorales est corrélée a une activité enzymatique réduite par rapport
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au tétrameére mais aussi au gain de fonctions nucléaires par son transport possible dans le
noyau, ce qui favorise I’accumulation des métabolites de la glycolyse, 1’utilisation de voies
de biosyntheses alternes mais aussi le contréle de différents genes au profit du developpement

tumoral®’’.

Un second point apporté par notre analyse est lié au réle du ligand naturel FBP dans la
régulation de la structuration de poches clés de PKM2. Pour commencer, le profil RMSD/RG
entre les états apo et holo de PKM2 présente une forte corrélation linéaire dans la condition
holo-PKM2. Cela est en lien par la forte capacité de structuration du FBP sur le tétramére
PKM2 qui est confirmé par les données RMSF. Si elles montrent des profils globaux tres
similaires entre les deux états, I'état holo de PKM2 est néanmoins davantage stabilisé dans la
partie C-terminale de la protéine qui contient la poche de fixation du FBP. Il est important de
noter que méme si le FBP est fixé dans le tétramere PKM2, le domaine B conserve sa
flexibilité, en particulier sur quelques acides aminés précis (Asn75, His78, Asp113, Thrll4
et Arg120) impliqués dans la structuration du site actif. Ces différences pourraient expliquer
la meilleure accessibilité du substrat au site actif par l'effet allostérique de la FBP. Ces
résultats sont cohérents avec des résultats théoriques antérieurs obtenus a partir de simulations
de dynamique moléculaire avec un temps réduit sur une seule chaine de deux structures
cristallines tétramériques®®. L'analyse de la distance entre les résidus 53 et 129 puis 178 et
296 localisés dans le site actif valide cette hypothese. Pris ensemble, nos résultats confirment
que la fixation du FBP est importante pour maximiser la structuration du site actif conduisant
ainsi & une meilleure activité enzymatique de la PKM2. En ce qui concerne l'analyse de la
poche de fixation du FBP, nos résultats ont précédemment montré un profil bimodal du
tétramére PKM2 reflétant I'existence de deux états a 1’équilibre, les formes T et R. Dans le
contexte de la forme holo-FBP de PKM2, les residus constitutifs de cette poche sont plus
proches que dans I'état apo, ce qui indique une structuration de la région suivant la fixation
du ligand FBP. Nos résultats confirment plusieurs travaux antérieurs de Morgan et al.'?
indiquant I'effet du FBP sur la modification structurale provoquée chez PKM2 au niveau de
sa poche de fixation et notamment sur la boucle motif (résidus 514-523) dans 1’équilibre des
formes R/T du tétramere. Ces résultats sont confirmés a nouveau par la modélisation d'un état
tétramérique lié au TEPP-46, un activateur pharmacologique, qui présente un profil de PKM2

tres proche de celui obtenu avec la FBP. Néanmoins, il est important de souligner que la
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région de fixation du TEPP-46 est localisée dans une poche différente de celle du FBP au sein
de la protéine PKM2, située a I’interface A-A’ de deux monomeres de PKM2 (soit deux sites
de fixation possible dans un tétramere), et cela pourrait étre une raison pour laquelle le
domaine B est plus rigide par rapport au domaine A dans ce cas précis. Mais l'interaction de
TEPP-46 avec PKM2, au niveau de sa poche de fixation spécifique, est toujours capable de
produire une bonne structuration du site actif en cohérence avec les résultats structuraux en
condition PKM2 liée au FBP. Il est intéressant de noter que le profil de la poche de fixation
du FBP en condition de fixation du TEPP sur PKM2 est proche de celle retrouvée en condition
PKMZ2 uniquement liée au ligand FBP, et pourrait expliquer cet "effet FBP-like" du TEPP-46
observé dans la bibliographie expérimentale avec des analyses en gradient de sucrose pour
I’effet sur I’oligomérisation ainsi que des analyses d’activité enzymatique®, notamment car
une observation structurale de la poche de fixation du TEPP-46 montre une proximité assez
significative avec des résidus PKM2-spécifique impliqués dans 1’équilibre des formes R/T de
PKM2 par des interactions a I’interface C-C’. En effet le résidu Lys421 a été proposé comme
I’un des acteurs d’interaction de 1’équilibre des états R/T par des interactions avec des résidus
formant une cavité allant de la position 390 a 4202, C’est justement au niveau de quelques
résidus de cette cavité que TEPP-46 se fixe comprenant les acides aminés
Tyr390/GIn393/Leu394/Glu397, d’ou une autre plausible indication a approfondir de 1’action
structurante du TEPP-46 sur PKM2 pouvant ressembler aux effets de la fixation du FBP,

malgré une interaction sur une région différente de ce dernier.

Enfin, nous avons egalement réalisé une caractérisation de I'état tétramérique de PKM1 qui
est peu décrit dans la littérature en comparaison de son homologue PKM2. L’analyse
RMSD/RG révele la proximité de son profil avec celui du tétramere PKM2, avec ou sans
FBP. La structure de PKML1 aurait un profil intermédiaire entre les formes holo et apo de
PKM2. Ceci est cohérent avec le fait que, en condition physiologique, PKM1 est présente
sous la forme d’un tétrameére constitutivement actif dont I’activité est proche de celle de FBP-
PKM22%. Nos données RMSF révélent la similitude des profils entre PKM1 et holo-PKM2 au
niveau du domaine B et dans plusieurs régions contenant des acides aminés clés liés a la
structuration du site actif. Néanmoins, plusieurs régions de PKM1 ont été observées avec une
plus grande flexibilité des valeurs RMSF par rapport aux données obtenues pour holo-PKM2.

La premiere région plus flexible dans le cas de PKML1 est localisée aux résidus 325-335 dont
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fait partie Thr328 qui est impliqué dans la structuration du site actif de PKM1/2, résidu plus
structuré dans sa position dans le cas de PKM2. Deuxiemement, les régions situées aux
résidus 470-490/515-525 contiennent toutes deux des acides aminés clés impliqués dans la
structuration de la poche de fixation du FBP de PKM2, ou leur flexibilité est réduite. Une
hypothése pourrait étre que ces petites régions de plus haute flexibilité présentes dans nos
simulations de PKM1 pourraient bloquer la formation d'une poche FBP fonctionnelle.
Actuellement, aucunes données structurelles ou expérimentales ne viennent confirmer un
effet du FBP sur la PKM1, a I'exception de quelques données de I'étude de la boucle de
régulation sur une structure cristalline fixe comparant la poche de fixation du FBP entre
PKM1 et PKM2 obtenues par Dombrauckas et al.**. La derniére région située aux résidus
390-405 est spécifique de PKM1 puisqu’elle est codée a partir de I’exon qui différe entre les
deux isoformes PKM1 et PKM2. Il s’agit d’un résultat cohérent mais surprenant car cette
région contient des résidus avec une plus forte flexibilité structurale que ceux codés par I'exon
specifique de la PKM2 (a savoir Tyr390, GIn393 et Leu394) et qui participent a la liaison
d'activateurs connus de PKM2 tels que TEPP-46 et DASA-583L. Une hypothése pourrait étre
que I’instabilité relative de cette région clé chez PKML1 est I'une des raisons qui font de cette
poche spécifique une cible pour PKM2 et non pour PKM1. Pour analyser le site actif de
PKM1, nous avons choisi d'étudier la distance entre des acides aminés conservés chez les
deux isoformes de PKM. Notre étude est en accord avec les données biologiques indiquant
que PKM1 est une enzyme active (site actif structuré) dans laquelle le domaine B conserve
une relative flexibilité. Cela est cohérent avec les résultats obtenus pour PKM2 puisqu'aucun
résidu spécifiqgue de I’exon correspondant a chaque isoforme n'est impliqué dans la
structuration du site actif de ces protéines®. Enfin, il y a la question de 1’existence (ou de
I’absence) de la poche de fixation FBP pour PKM1 puisqu’aucunes données expérimentales
n'ont montré d'effet allostérique direct du FBP sur PKM1. Nos résultats apportent une
validation supplémentaire a cette hypotheése puisque les distances entre les résidus 433 et 518
pour le tétramére PKM1 sont beaucoup plus élevées que I’état PKM2 1i¢ a FBP. En effet,
alors que PKM2 (apo et holo-FBP) présente deux états possibles, rien de comparable n’est
observé pour PKM1. La distribution des distances montre une absence de structuration stable
de la poche de fixation du FBP dans cette région de PKM1. Ces données permettent donc de
correler I'absence d'effet allostérique sur PKM1 avec I'absence de “poche allostérique” en lien

avec des résidus spécifiques de I'exon qui sont absents sur I'isoforme PKM1*. La production
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de modeles aussi précis pour les deux isoformes a été précieuse pour nous aider a déterminer
de nouvelles poches cryptiques spécifiques a la PKM2 avec un potentiel pour la conception
de nouveaux médicaments. Ici, nous avons trouvé deux nouvelles poches qui pourraient avoir
un impact sur I'équilibre entre les états T et R de la PKM2, I'une d'entre elles contenant la
Cys423, proche de sa voisine la Cys424, impliquée dans la tétramérisation de la PKM23%',
L'autre poche 'T_M2-11' contient le Trp515 localisé dans la boucle régulatrice dont
I'implication dans la poche de fixation du FBP a été démontrée préecédemment dans cette
étude. L'identification de ces poches pourrait étre un résultat prometteur sur la nécessité de
sélectionner soigneusement les structures pour les études in silico afin de poursuivre le
développement de petits ligands ciblant spécifiquement la PKM2. De maniere plus générale,
cela souligne également l'importance de la dynamique moléculaire pour les systemes
biologiques sans les contraintes liées a la structure cristalline initiale qui pourrait ou non étre

représentative de I'état global d'une enzyme biologique.

Limites des simulations

Nous avons donc pu obtenir des informations structurales nouvelles par I’utilisation de
cette méthodologie de simulation de DM AMOEBA. Néanmoins, plusieurs limites doivent
étre soulignées, dont un codt élevé en calcul computationnel en lien avec la complexité du
champ de forces et la taille des systemes considéres. Une des problématiques majeures qui a
été rencontrée concerne la paramétrisation de petits composés (dans notre cas le FBP et le
TEPP-46) car ceux-ci ne sont pas naturellement connus dans la base de données de notre
champ de forces. Il est donc nécessaire de bien paramétrer les ligands, dans notre cas avec le
logiciel Poltype, avant de les intégrer dans les modéles PKM2. La simulation d’événements
rares et la surestimation des effets de polarisation peuvent survenir dans AMOEBA. Ces
évenements sont liés a la maniére dont AMOEBA génére les moments dipolaires des atomes,
car ceux-ci peuvent étre plus larges et donc manifester des effets de polarisation plus forts
que dans la réalité. Néanmoins, notre utilisation d’AMOEBA se fait en couplage avec un
protocole d’échantillonnage permettant d’explorer plus aisément les evénements rares mais
aussi de réduire I’impact de ce probléme de polarisation afin de se rapprocher au mieux d’une
dynamique réaliste des systemes protéiques PKM1/PKM2.
D’autres limites sont liées & la méthodologie d’étude a 1’aide d’une simulation de dynamique

moléculaire, comme I’impact des conditions initiales choisies pour la simulation (choix des
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structures PDB, influence du solvant). Dans le cas des conformations PDB, il est important
de sélectionner des structures avec le moins d’éléments indésirables (mutations, résolution,
enticreté de la protéine...) et pouvant regrouper 1’ensemble des conditions possibles connues
dans des études biologiques analogues. Pour cela les structures provenant de données
expérimentales (ex : cristallographie Rayons X) sont les plus adéquates pour servir de point
de départ. Néanmoins, il faut préter attention a divers parametres comme le pH ou méme la
nécessité (ou non) de conserver certaines molécules qui sont co-cristallisées avec les protéines

d’intérét.

Perspectives expérimentales et théoriques des modéles obtenus

Les résultats obtenus sur des analyses structurales globales de PKM1/PKM2 s’insérent
dans un domaine de recherche plus large nécessitant une confrontation avec les hypotheses et
données biologiques déja connues. Ceux-ci constituent un prérequis pour la recherche de
nouvelles poches cryptiques spécifiques a PKM2, notamment afin de synthétiser de nouvelles
molécules a action antitumorale mais aussi antivirale. En effet comme présentés
succinctement en introduction, les virus détournent les voies cellulaires pour assurer leur
multiplication, et notamment certaines voies métaboliques. Ce phénoméne présente de
nombreuses similitudes avec la réorientation des voies métaboliques observées lors d’un
processus de transformation cancéreuse, notamment pour assurer la production de précurseurs
nucléotidiques au profit de la synthése de génomes viraux. On retrouve donc de nombreux

exemples de I’implication de PKM?2 dans le cycle de prolifération viral :

PKM?2 : une cible pour traiter les infections virales ?

Le virus de la Dengue (DENV), appartenant a la famille des Flaviridae, un groupe de virus a
ARN positif enveloppé. L’infection est associée a des signes légers (maux de téte,
courbatures, fievre...) mais peut entrainer des complications (douleurs abdominales, sang
dans les selles, faiblesse musculaire, choc de Dengue...) allant jusqu’a la mort>*, Une analyse
chromatographique couplée a de la spectroscopie de masse a montré que la protéine PKM2
posséde un plus haut degré de phosphorylation dans les cellules infectées, notamment sur les
Tyr105 et Ser37. Par ailleurs, I’inhibition de PKM?2 par blocage de 1’effet activateur du FBP
induit une baisse de la production de particule virale sans affecter la synthese des protéines

virales de facon significative. La forme dimérique de PKM2 favoriserait la multiplication du
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DENV et est notamment connu apres des modifications post-traductionnelles en réduisant le
flux glycolytique et en permettant I’accumulation de métabolites requis pour les voies de
synthése alternes®*. Les mécanismes d’action de I’inhibiteur choisie restent a explorer mais
sa présence conduit a la formation d’un tétrameére peu actif (forme T) en bloquant I’effet
d’activateur du FBP sur PKIM23%,

Le virus Influenza A, de la famille Orthomyxoviridae, comprend 8 segments d’ARN simple-
brin(-). Il est impliqué dans des épidémies saisonniéres pouvant conduire a une hospitalisation
pour les individus fragiles (pneumonies...)**!. C’est au niveau de I’ARN polymérase ARN-
dépendante de ce virus, hétérotrimére des protéines virales PB1/2 et PA®*?, que PKM?2 joue
un role majeur. En effet, une interaction directe s’établit entre 1’extrémité C-terminale de PA
(résidus 639-716) et celle de PKM2 (résidus 414-531). Dans un modéle ex-vivo d’infection
pulmonaire, 1’expression de PKM2 est fortement augmentée durant la phase précoce de
I’infection (4h). L’inhibition de PKM2 par silencing conduit a une baisse de 1’expression de
PB1, ce qui impacte négativement la réplication du virus Influenza. L’un des mécanismes
moléculaires proposé suppose que PA pourrait étre phosphorylée par la forme dimérique,
phosphorylée de PKM23%3, Ce processus pourrait ainsi contribuer a I’activité de la polymérase
virale (activité transcriptase vers activité réplicase), une phase essentielle de la multiplication
virale®**.

Le Virus SARS-COV-2 est un virus enveloppé a ARN simple-brin(+) de la famille des
Coronaviridae. La maladie qui lui est associée est la COVID-19 dont les principaux
symptdémes sont les troubles respiratoires, la fiévre et les fatigues musculaires. Une
aggravation est possible pour les personnes plus fragiles menant a de graves difficultés
respiratoires pouvant conduire au déceés®®. La transfection de cellules pulmonaires par un
plasmide d’expression du SARS-COV-2, mimant I’infection, induit un changement du
métabolisme glycolytique par diminution de la consommation en oxygene - representatif
d’une baisse de la voie OXPHOS/ETC - mais aussi d’un apport en métabolites insuffisant
pour la voie TCA, c’est-a-dire d’une production réduite de pyruvate®*. Ce mécanisme est
associé a I’expression préférenticlle de PKM2. En effet, une induction de la transcription et
de la traduction de la protéine PTBP1 favorisent 1’épissage alternatif préférentiel de PKM2
au détriment de PKM1, contrdlant ainsi le flux glycolytique au profit de I’accumulation de
métabolites intermédiaires®’. Des expériences conduites en présence de Dactivateur

pharmacologique TEPP-46 suggérent une prévalence de I’état dimérique de PKM2. Cette
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altération conduit I’accumulation d’AGEs (Advanced Glycation end-products), se formant
spontanément par réaction entre les protéines et les métabolites glycolytiques, ce qui permet
d’activer le récepteur RAGE (receptor of AGEs), une qui aboutit a la production de
nombreuses cytokines inflammatoires®2. L’ARNm de RAGE est également induit lors de
I’infection par SARS-COV-2, ce qui permet de mettre en place une boucle de régulation
positive de I’accumulation en AGEs sur les récepteurs RAGE. Cet effet est perdu lorsque le
tétramere de PKM2 est activé par TEPP-46. La production de cytokines pro-inflammatoires
en réponse a I’activation de RAGE par les AGEs est dépendante de I’activation de la voie NF-
kB®**, Stabiliser la forme tétramérique de PKM2 par TEPP-46 inverse bien les processus

d’inflammation et de mort cellulaire qui en résultent®®,

Implication de PKM?2 dans les cancers viro-induits

Ainsi que nous I’avons indiqué en introduction, 1a PKM2 pourrait intervenir dans le processus
de transformation induit par les papillomavirus oncogenes humains (HPV) et notamment
HPV16. Les papillomavirus sont des virus nus a ADN double-brin de la famille des
Papillomaviridae. HPV16 exprime une protéine oncogeéne, E7, qui stimule la transformation
tumorale en inhibant la protéine cellulaire pRb, un anti-oncogéne cellulaire®®!. PKM2 interagit
directement avec E7. L’inhibition de PKM?2 par shRNA réduit la prolifération sans affecter
I’expression de E7. Ce processus impliquerait le dimére PKM2 car ’utilisation d’une
molécule activatrice (ML265) favorisant la formation du tétramére conduit a une réduction
de la capacité proliférative des cellules cancéreuses. Ce résultat est cohérent avec le réle pro-
tumoral du dimére PKM2*. L’utilisation de ML265 conduit a une réduction de la
phosphorylation en Tyr105, lié a la forme dimérique de PKM2 et a ses fonctions nucléaires,
sans modifier le niveau total en PKM2. En présence de la protéine E7, la phosphorylation de
PKM?2 est augmentée, permettant de favoriser son activité pro-tumorale®?,

L’Herpesvirus associé¢ au sarcome de Kaposi (KSHV ou HHV-8) est un virus a ADN double-
brin enveloppé appartenant aux Orthoherpesviridae. Dans un modele de cellules
endothéliales infectees par KSHV, on observe un métabolisme énergétique du type glycolyse
aérobie marqué par une forte production en lactate et corrélé a une baisse de la respiration
mitochondriale. Ce phénotype est la résultante de la promotion de 1’expression du facteur
HIF-1a, connu comme un régulateur de I’effet Warburg dans un contexte tumoral®,

notamment gréce a une protéine virale de KSHV, le viral G protein-coupled receptor
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(VGPCR). En effet, I’inhibition de HIF-la par la digoxine régule négativement le
métabolisme glycolytique. La surexpression de HIF-1a stimule la transcription de PKM2™,
Néanmoins, il reste a préciser 1’état oligomérique de PKM?2 dans cette situation, méme si le
maintien de ce phénotype de glycolyse aérobie pose 1’hypothése d’une prépondérance de la
forme dimérique. En effet, la présence dans le noyau de cette protéine lors de I’infection par
KSHYV est associée a I’expression de VEGF, qui interagirait avec HIF-1a et favoriserait par
retour son activité transcriptionnelle. La surexpression de VEGF est un marqueur important
de I’angiogenese et de la migration cellulaire 1’inhibition de I’expression de PKM2 par siRNA
réduit ce processus. La voie mTOR, qui promeut I’expression de PKM?2 grace a HIF-1a, est
aussi impliquée dans ce processus car 1’inhibition de PKM2 par la rapamycine bloque 1’action
de PKM2 sur I’angiogenése et la migration cellulaire3®,

Dans le cas de I’infection HBV, virus a ADN double-brin circulaire de la famille des
Hepadnaviridae, PKM2 joue un role majeur a la fois dans la prolifération virale mais aussi
dans le devenir transformant de I’infection par HBV3**, En effet, une protéine virale de
surface, nommée LHBS (hepatitis B virus large surface protein) joue un réle primordial par
sa capacité a interagir directement avec PKM2. Dans un modele d’hépatocyte épithélial
immortalisé exprimant cette protéine virale, I’interaction de LHBS avec PKM2 conduit a la
mise en place d’un métabolisme de type glycolyse aérobie. Cela résulte d’une déstabilisation
du tétramere de PKM2 qui privilégie la forme dimérique, entrainant une baisse de son activite
enzymatique au profit de I’accumulation des métabolites intermédiaires de la glycolyse. La
restauration de 1’état tétramérique de PKM2 par TEPP-46 provoque une baisse dans la
sécrétion d’antigénes de surface de HBV mais aussi dans I’expression de LHBS. Cette activité
se traduit également par une baisse de 20 % de la production en particule virale HBV, ce qui
souligne I’'importance de PKM2 dans la synthése protéique et la multiplication du virus. En
induisant une baisse de la concentration en glucose et en utilisant un analogue du glucose, le
2-Deoxyglucose, la production en LHBS est reduite. De plus, LHBS intervient dans la
transformation néoplasique en endommageant I’ADN et en dérégulant le cycle cellulaire®®.
L’activation de la forme tétramérique de PKM2 impacte négativement la prolifération
cellulaire des cellules hépatocytaires-LHBS positive. PKM2 joue donc un rdle primordial
dans la pathogénicité et le caractére transformant de HBV*,

Le virus de I’hépatite C (HCV) est un virus enveloppé a ARN simple-brin(+) de la famille

des Flaviridae. L’ infection du foie peut devenir chronique et induire, apres plusieurs années,
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un hépatocarcinome®®’. La protéine virale NS5B est une ARN polymérase ARN dépendante.
Elle interagit avec PKM2. Cette interaction se produit au niveau périnucléaire dans le
cytoplasme, méme si I’état oligomérique de PKM?2 reste a préciser. L’interaction de PKM2
avec NS5B réprime la réplication virale. 1l faut également noter que le processus de
transformation en hépatocarcinome est associ¢ a une transition de I’enzyme PKL (PK du foie)

vers la forme PKM24-3%8,

PKM?2 pourrait intervenir dans la transformation tumorale liée au virus Epstein-Barr

Des travaux conduits dans I’équipe de V. Maréchal suggerent que PKM?2 pourrait étre
impliquée dans les tumeurs associées au virus Epstein-Barr, un virus enveloppé a ADN double
brin de la famille des Herpesviridae. Deux séries d’expériences suggérent en effet que
I’inactivation de PKM2 pourrait altérer le devenir des cellules tumorales et inhiber la

réplication du virus.
HMGBL1, une alarmine qui réprime la prolifération des cellules tumorales :

Des travaux du laboratoire ont établi que la protéine cellulaire HMGB1, une alarmine qui
exerce aussi des fonctions extracellulaires, manifeste une activité antitumorale. Par ailleurs,
I’activité de la forme tétramérique de PKM2 est étre la cible d’une inhibition par la protéine
HMGBL1, menant a un blocage rapide de la glycolyse aérobie et en finalité a la mort cellulaire
en condition tumorale®®. HMGB1 comporte deux domaines de fixation a I’ADN appelés
HMG-box A and B (résidus {1-79} et {89-162} respectivement). Les études récemment
publiées par notre équipe ont permis de générer une forme minimale ’HMGB1 (HMGBI -
AC) présentant un fort pouvoir antiprolifératif sur des cellules cancereuses dérivées de
carcinome a papillomavirus (HeLa) et sur différentes lignées de cancer colorectal. HMGB1-
AC garderait sa capacité de fixation a PKM2 dans un modele de docking in silico. Une analyse
métabolique par Seahorse®®° a été réalisée sur ces différents modeles cellulaires. Ces travaux
démontrent que HMGB1-AC affecte le métabolisme de la glycolyse, de fagon variable selon
les lignées. D’autres études, en cours, démontrent également que la protéine HMGB1 inhibe
la réplication du virus Epstein-Barr. Le role de PKM2 dans ce processus est en cours d’étude.
Cette double activité, antitumorale et antivirale, pourrait ouvrir de nouvelles perspectives dans
le traitement des cancers a EBV, situation dans laquelle il n’existe a ce jour aucune

thérapeutique viro-spécifique’?.
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Des travaux récemment publiés par notre équipe ont egalement souligné le potentiel
thérapeutique de la shikonine, une molécule connue pour son action inhibitrice de PKM2 suite
a une interaction directe. A 1’aide de mode¢les cellulaires infectés par le virus Epstein Barr
(EBV), il est démontré que I'utilisation de la shikonine aprés réactivation virale réduit la
proportion en ADN viral EBV mais aussi la proportion en protéines virales précoces Zta et
EA-D, essentielles a la réplication du virus Epstein-Barr. Les mécanismes identifiés indiquent
que la shikonine agit en inhibant I’activation de I’inflammasome, une étape qui semble

370 Dans nos modéles, ’utilisation de la shikonine

indispensable a la réplication du virus
entraine un abaissement du niveau transcriptionnel en ARNm NLRP3, un constituant clef de
I’inflammasome. De plus, 1’utilisation d’inhibiteur spécifique des inflammasomes comme
apigenine et OLT-1177 confirme leur importance dans la réactivation EBV méme si leurs
cibles different®*. Cet effet pourrait également étre 1ié a la capacité, connue, d’interaction de
la shikonine avec PKM2, dont I’expression est également liée a I’induction de
I’inflammasome NLRP3%72, Des résultats préliminaires montrent notamment que EBV
pourrait manipuler la voie glycolytique dépendante de PKM2 méme s’il reste a confirmer ces

hypothéses®".

Perspectives pour la synthése de ligands de PKM?2 a visée antivirale/antitumorale

Dans ce contexte d’une stratégie de ciblage de la protéine PKM2, différentes stratégies
sont possibles :
1. Molécule ciblant la poche de fixation allostérique du FBP,
2. Cibler la poche de fixation des ligands pharmacologiques de type TEPP-
46/DASA-58,
3. Molécule ciblant des régions d’interface clés de tétramérisation pour la stabiliser
et éviter une transition vers le dimére au role positif dans la progression

virale/tumorale,

Ces trois stratégies adoptent une méme vision sur la perspective de synthése de ligands en
privilégiant la découverte de nouveaux activateurs pharmacologiques. Plus précisement en
privilégiant une stabilisation de la forme tétramérique de PKM2, si possible dans son état R
d’activité maximale. Induire cet état oligomérique permettrait ainsi de rétablir un
métabolisme physiologique proche de celle de PKM1 par réduction des métabolites

intermédiaires en amont de la glycolyse impactant négativement la prolifération cancéreuse
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mais aussi virale.

Ainsi, a partir des modéles de PKM2 et PKML1 géneérés dans notre projet, il pourra étre
possible de rechercher et évaluer la robustesse de molécules candidates ayant une portée
thérapeutique selon I’une des trois stratégies de ciblage préalablement définie. D’autres cibles
peuvent aussi €tre envisagées selon la base de I’analyse des données structurales en
provenance des dynamiques effectuées sur chacune des conditions PKM1/PKM2. Celle-ci
reste perfectible sur de possibles corrélations longues distances entre résidus pour comprendre
I’effet allostérique précis du FBP mais aussi et surtout du TEPP-46, sachant son site de liaison

éloigné de la poche de fixation du FBP, sur la structure de PKM2.,

lere Phase : Détermination des molécules candidates

Dans un premier temps, il est nécessaire d’identifier et de définir la poche de fixation
spécifique a PKM2. Cela se réalise soit par le choix d’un logiciel prédictif permettant de
définir I’ensemble des poches de fixation d’un systéme avec une indication précise des
volumes, surfaces et scores de druggabilité pour chacune d’elles (DogSiteErreur ! Signetnond
éfini. ou FPocket®®), soit en définissant manuellement les positions englobant le volume
d’une poche déja choisie et connue a ’aide d’un script du type POVME?". Ce choix peut
aussi étre li¢ a I’existence de données expérimentales validant la poche de fixation définie
comme c’est notamment le cas pour la poche du FBP ou de celle ou se fixent les activateurs
pharmacologiques type TEPP-46 sachant leurs importances dans la structuration de PKM2
vers sa forme R. Il serait d’ailleurs intéressant de comparer de tels sites avec de nouveaux

logiciels prédictifs comme Alphafold (https://alphafold.ebi.ac.uk/) en prenant garde a la

validation en cohérence avec les données expérimentales comme dans notre cas de DM.
Néanmoins, il reste pour I’instant difficile de construire des modeles prédictifs de structures
multi-chaines comme notre cas pour la PK mais reste un atout.

Une fois le choix des cibles défini, une phase de criblage virtuel doit étre réalisée par docking
des molécules obtenues a I’aide de bases de données judicieusement choisies (DrugBank,
InterBioScreen...). La réalisation de ce criblage peut se faire avec un logiciel du type
Autodock®® pour permettre un processus de docking a large échelle de I’ensemble des
composés défini et ainsi identifier les meilleurs candidats pour approfondir 1’étude. Les
critéres importants dans le choix de ces candidats sont des scores d’interaction €élevés mais

aussi d’autres facteurs comme la stabilité de 1’interaction notamment en évaluant celle-ci au
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fil du temps a I’aide des structures dynamiques définies en champ de forces AMOEBA dans
cette thése. Bien entendu, la méme méthodologie se doit d’étre réalisée sur une région
structurale analogue de la protéine PKM1 pour s’assurer d’une spécificité d’interaction des
candidats choisis avec PKM2 uniquement.

Enfin, pour terminer cette premiére phase de sélection des molécules candidates ciblant
spécifiquement PKM?2, une évaluation de 1’énergie libre d’interaction des meilleurs composés
issus du criblage virtuel permettrait de confirmer la spécificité d’interaction pour PKM2 par
rapport a PKML1. Ceci reste réalisable dans Autodock a 1’aide d’une grille de calcul pour
définir une région autour de la poche de liaison incluant toutes les poses possibles ou le ligand

pourrait se lier.

2éme Phase : Sélection des ligands potentiels en vue de la conception d’'un médicament

A I’issue de I’identification d’un premier ensemble de molécules candidates provenant
du criblage virtuel en Autodock, ce projet d’études prospectives de nouveaux ligands doit
s’articuler sur une validation expérimentale.

Cette évaluation nécessite 1’utilisation de modéles cellulaires in vitro judicieusement choisis
selon une étude prospective en modele tumoral ou en modele d’infection virale. Pour le choix
de conditions cellulaires d’origine tumorale, la lignée HeLa provenant du cancer du col de
I’utérus mais aussi une lignée de type glioblastome US7MG?*"" sont des modéles de choix
notamment de par une expression préférentielle de PKM2 dans ces lignées. Afin de confirmer
une implication spécifique de PKM2 dans I’effet de la molécule candidate, des modeles
contrdles sont nécessaires exprimant préférentiellement PKM1 comme dans le cas d’une
lignée de carcinome HCT-116 ou une lignée cellulaire comme BC1%®. A T’inverse si I’on
cherche a évaluer I’impact des molécules candidates sur PKM2 en contexte d’infection virale,
différentes lignées peuvent étre choisies comme des lignées Huh-7/HepG2.2.15 pour un
modele d’infection HBV, la lignée A549 pour étudier I’infection Influenza ou encore une
lignée Akata pour un modéele en infection EBV. Dans ces différents modéles, 1’impact des
molécules candidates sur PKM2 pourra étre évalué soit en utilisant une méthode de co-culture
avec des particules virales ou par transfection de plasmides exprimant uniquement des
protéines virales clés connues comme partenaires de PKM2. Pour ce dernier, on peut citer les
protéines LHBS et NS5B pour les virus HBV et HCV respectivement ou bien la proteine PA

du complexe de polymérase virale du virus Influenza. Pour valider I’effet sur I’infection virale
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des différentes molécules candidates, 1’utilisation de mod¢le cellulaire analogue non infecté
permettra aussi d’évaluer 1’impact sur les voies métaboliques cellulaires et pas uniquement
sur la réplication virale.

Une fois les modeles cellulaires in vitro definis, un ensemble de tests expérimentaux devra
étre réalisé pour quantifier 'impact des composés sur 1’activit¢ de PKM2. D’abord par
’utilisation de tests de viabilité cellulaire comme pour un test au MTT évaluant la cytotoxicite
des composés candidats (mesure DL50). D’autres analyses comparatives sont possibles
comme I’étude de I’apoptose, par cytométrie de flux avec test a I’annexine V et iodure de
propidium, ou la prolifération cellulaire par un marquage au bromure de thymidine. De telles
études sont importantes notamment dans le cas de modéles tumoraux et viraux afin d’évaluer
un possible effet antitumoral attendu pour les ligands issus de notre stratégie de synthése de
molécules activatrices de PKM2 inhibant la tumorigenése et la réplication virale.

La nécessité de vérifier ’interaction directe entre le ligand d’intérét et PKM2 a 1’aide d’un
protocole d’immunoprécipitation, avec les controles nécessaires garantissant la spécificité
d’interaction. Une validation complémentaire et plus avancée par chromatographie d’affinité
est possible.

Etudier la localisation cellulaire de PKM2 en condition avec et sans les molécules d’intéréts
pour avoir un premier retour sur 1’état oligomérique possible de PKM2 et donc de sa fonction.
Sachant notre stratégie visant a activer PKM2 vers son état tétramérique de plus haute activité
enzymatique (forme R), une présence uniquement cytoplasmique de PKM2 serait attendue en
condition avec le ligand. Des techniques d’imagerie a fluorescence sont ainsi envisageables,
avec des anticorps adeéquats, pour une visualisation detaillée. De plus, des protocoles de
fractionnement cellulaire sont aussi possibles pour avoir des validations complémentaires sur
la distribution intracellulaire de PKM2.

Se concentrer ensuite sur I’activité enzymatique et la voie métabolique de la glycolyse en
analysant par Seahorse l’influence du ligand sur la production en lactate et sur la
consommation en oxygene de la cellule. L’utilisation de protéines recombinantes deja
produites en laboratoire (collaboration Sorbonne J. HENRI,) peut aussi étre majeure dans des
études conformationnelles et cristallographiques de PKM2 avec son ligand. Pour cela, des
analyses en chromatographie d’exclusion pourraient étre envisagees pour quantifier le ratio
des formes oligomériques prises par PKM2, notamment en présence du ligand d’intérét pour

valider son effet activateur privilégiant un état tétramérique. Des analyses supplémentaires
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restent possibles pour mesurer I’activité enzymatique de notre modéele de protéines
recombinantes en présence ou non de ce ligand avec un dosage en kit de la concentration en
pyruvate dans le milieu selon une base colorimétrique. Pour finir, une étude cristallographique
peut aussi étre réalisée pour obtenir un modéle d’étude structurale. Il est & noter que la
sélection des ligands candidats, ayant déja été réalisée a 1’aide d’une dynamique moléculaire
issue d’une structure cristallographique de PKM?2, pourrait présenter des informations
redondantes (poche de fixation...) mais il n’est pas a exclure I’obtention de nouvelles
informations structurales en cas d’étude de dynamique plus poussée sur une telle structure
cristallographique.

Une autre information a vérifier concerne 1’influence des molécules candidates sur d’autres
Voies ou partenaires protéiques non voulus pouvant altérer indirectement I’expression génique
et/ou protéique mais aussi I’activité enzymatique de PKM2. Cela peut se décider selon deux
¢chelles. La premiere qu’on pourrait qualifier de locale concernerait I’étude des profils
d’expression de protéines bien connues comme des acteurs régulant 1’expression de PKM2
comme la voie HIF-1a/c-Myc, la signalisation PI3K/AKT/mTOR ou bien encore sur les
ribonucléoprotéines hnRNPAL/2 et PTB. Une seconde serait plutdt axée sur une analyse plus
globale des voies métaboliques en utilisant une technique de spectroscopie de masse afin
d’avoir une vision plus large sur des changements métaboliques induits dans un contexte de
présence de la molécule candidate.

Naturellement, ces travaux biologiques devront étre conduits en parallele soit sur des lignées
exprimant préférentiellement PKM1 ou directement a 1’aide d’une protéine recombinante
PKM1 pour valider le caractére spécifique de I’'interaction sur PKM2 et des effets

métaboliques qui en découlent.

Une fois cette phase expérimentale importante réalisée et les données biologiques analysées
pour chaque ligand candidat issu de la sélection par Autodock, une étape d’optimisation
moléculaire reste envisageable avant une transition vers un modéle in vivo. Sur la base des
molécules candidates ayant des résultats prometteurs a 1’issue des tests biologiques, une
meilleure compréhension de 1’interaction ligand-protéine est necessaire pour identifier des
régions a modifier pour augmenter 1’affinité et/ou la sélectivité d’une molécule pour PKM?2.
Quelques logiciels comme Autodock, discuté précédemment, ou encore AutoGrow*"

permettent une telle visualisation pour ensuite faire le choix entre différentes stratégies
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d’optimisation : modification de groupes fonctionnels, modulation de la conformation du
ligand ou encore ajout de groupes substituants. Pour finir, la synthése de tels composés
provenant de la modélisation moléculaire devra étre realisée (collaboration possible a définir)
en tenant compte de critéres critiques en lien avec notre stratégie (affinité, absorption, toxicite,
stabilité...). S’ensuit naturellement un nouveau cheminement de tests biologiques in vitro
précédemment discuté pour valider le nouveau composant, le cas échéant pouvant nécessiter
une nouvelle itération selon la méme méthodologie.

Passe cette étape d’analyse in vitro, le passage a un modele in vivo devra étre fait pour évaluer
I’efficacité des molécules dans un contexte animal pertinent 1i¢ a la pathologie cancéreuse ou
virale ciblée. Dans un contexte d’étude de la pathologie cancéreuse, des souris en modéle de
xenogreffes tumorales ou de modeéles transgéniques induisant une pathologie tumorale sont
appropriés. Les modeles de tumeurs de type glioblastome, qui expriment PKM2 a haut niveau,
pourront étre utilisés en priorité. A I’inverse, en vue d’étudier un modéle animal d’infection
virale, des souris infectées naturellement ou par un modele murin humanisé pourront étre
envisageés.

Analogue aux modeéles in vitro, un ensemble d’évaluation devra étre opéré sur ces modéles in
vivo pour évaluer ’efficacité du ligand notamment au regard de la prolifération cancéreuse
(taille de tumeur...) ou bien de la charge virale selon le contexte choisi. Une particularité du
modeéle in vivo a prendre en compte sera d’optimiser la méthode et la temporalité
d’administration des molécules candidates pour assurer une bonne pharmacocinétique (=
devenir du composé de son entrée jusqu’a son élimination de 1’organisme) a I’aide d’une
mesure de la concentration dans le sang. En plus des analyses biologiques déja présentées
pour quantifier 1’action du ligand candidat sur PKM2 ( activité enzymatique, interaction
directe...), des analyses complémentaires au niveau de la réponse immunitaire de 1’organisme
animal peuvent aussi étre mises en place. (dosage des cytokines en ELISA, lien discuté en
introduction de PKM2 avec le phénotype des populations de macrophages et lymphocytes
T...). Tout cela pour une meilleure compréhension de la mécanistique d’action du ligand sur
la progression tumorale et virale.

Les résultats ainsi obtenus pour chacune des molécules candidates dans des exemples de
modeles murins pourront, s’ils sont prometteurs et cohérents, contribuer a la conception
d’études cliniques dans 1’optique de nouveaux ligands PKM2-spécifique a visee

thérapeutique antivirale et antitumorale.

160



En paralléle a cette stratégie de ciblage de poches, quelques perspectives en DM avec le
champ de forces AMOEBA se posent pour améliorer les simulations de DM sur nos systémes
biologiques. Des travaux récents du laboratoire provenant de Jaffrelot Inizan et al** ont mis
au point un nouveau module de Tinker-HP, appelé Deep-HP, désigné notamment pour 1’étude
de mode¢le de fixation a plusieurs million d’atomes avec un ligand grace a un couplage entre
le code GPU de Tinker-HP avec des modeles en réseaux de neurones. Celui-ci permettrait
ainsi de mieux capturer les interactions intramoléculaires complexes a la fois avec le solvant
mais dans le soluté en lui-méme que dans le cas d’un modéle AMOEBA seul en Tinker-HP.
Il en va de méme pour les méthodologies d’échantillonnage pour augmenter la cartographie
de structures parcourues lors d’une simulation DM. En effet, notre méthode choisie poserait
un biais a prendre en compte dans le cas d’analyse des profils énergétiques des structures
obtenues pour compenser le protocole de sélection des régions moins explorées provenant des
précédentes itérations. Corriger cette problématique a 1’aide de modele sans biais comme un
modele Markov®! permettrait de recouvrir un ensemble non-biaisé a partir d’un jeu de
dynamiques provenant d’un échantillonnage avec biais. Cette méthodologie permettrait ainsi
une exploration plus précise des processus cinétiques et thermodynamiques au cours de la
simulation DM. Bien entendu, un autre élément clé de nos simulations se base sur le pH défini
en lien avec celui choisi dans notre étude qui se base sur des cohérences biologiques et
enzymatiques en contexte cancéreux. Neanmoins, les mécanismes de liaisons des différents
ligands et des interactions intra-/intermoléculaires sont impactés par cette propriété
notamment par différents niveaux de protonations de résidus clés. Il faudra ainsi réitérer le
processus de simulation DM effectué dans un contexte ou le pH voulu differe de fagon
importante avec celui défini dans notre projet. Il ne s’agit ici que de quelques piste d’études
permettant d’améliorer avec intérét le développement de longues simulations de systéme
biologiques cruciaux, notamment de modeéle tout-atome, tout en restituant avec un réalisme
le plus fidéle possible les interactions a courtes et longues distances mais aussi des

mouvements structuraux de tels systémes.

En conclusion, les données apportées dans cette thése avec la modélisation de modeéles
a haute résolution de PKM1 et PKM2 par utilisation du champ de forces AMOEBA

permettent de poser de nombreuses bases pour de vastes perspectives en vue de caractériser
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et moduler de facon spécifique le métabolisme PKM2 qui reste un des éléments majeurs dans

la mise en place d’un phénotype nécessaire au métabolisme du cancer et de I’infection virale.
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Résumeé

Le métabolisme glycolytique joue un réle essentiel dans les processus physiologiques
normaux et dans la croissance des cellules cancéreuses. Les isoformes 1 et 2 de la pyruvate
kinase musculaire, appelées PKM1/2, sont des protéines cruciales qui régulent ce
métabolisme. La caractérisation de la dynamique structurelle de ces biomolécules est donc
importante pour développer de nouveaux médicaments dirigés contre les formes exprimees
dans les cellules tumorales. Pour ce faire, nous avons réalisé des simulations de dynamique
moléculaire (DM) de ces deux protéines a haute résolution, en nous appuyant sur des
techniques d'échantillonnage adaptatif couplées au champ de forces polarisable AMOEBA
afin de comprendre la flexibilité conformationnelle de I'enzyme dans ses différents états
d’oligomérisation. Nous proposons une analyse structurale & haute résolution pour PKM2 et
apportons de nouvelles données structurales pour PKM1. En effet, nous étudions le processus
d'oligomérisation de l'enzyme PKM2 (du monomeére au tétrameére) et nous sommes
notamment attachés a analyser la structuration de sites structuraux clés, notamment le site
actif et la poche de fixation du Fructose Biphosphate (FBP), un inducteur conformationnel
physiologique. Nous montrons également que la fixation du TEPP-46, un activateur
pharmacologique de PKM2, induit des modifications structurales trés proches de celles
induites par la fixation du FBP, bien que les domaines d’interaction soient distincts. Enfin,
nous décrivons la premiére simulation DM a haute résolution de la forme active de PKM1,
qui présente de fortes similitudes structurelles avec la forme tétramérique de PKM2 liée au
FBP. Ces résultats fournissent de nouvelles informations sur la dynamique structurelle et la
structuration des sites clés pendant I'oligomérisation de PKM2, qui pourraient s'averer

cruciales pour la découverte de nouvelles molécules actives.

Mots-clés : PKM1/PKM2, cancer, TEPP-46, métabolisme, dynamique moléculaire,
AMOEBA
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